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ABSTRAKT 
Teoretická část práce se zaměřuje na problematiku biomasy využitelné pro energetické účely, 
zejména na zemědělské odpady, které se dají využít jako substrát pro bioplynové stanice. 
Dále se zabývá proteomikou, jejími cíly a přístupy, metodami a separačními metodami. 
Cílem práce bylo proměřit jednotlivé enzymové aktivity vzorků biomasy, které jsou 
používány jako suroviny pro výrobu bioplynu a jejich proteomická identifikace. 
ABSTRACT 
The theoretical part of work is focused on the issue of biomass which can be used for energy 
purposes, inparticular agricultural waste, as well as can serve as a substrate for biogas station. 
It also deals with proteomics, its goals and approaches, separation methods. 
The aim of this work was to measure each sample of enzyme activity of biomass, which are 
used as a raw materials for biogas plants and their proteomic identification.  
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1 ÚVOD 
Energie je pro život nezbytná. Potřebujeme ji denně. Bez energie nerozsvítíme žárovku, 
nepustíme rádio ani nenastartujeme automobil. Spotřeba energie stále stoupá. Světu hrozí 
vytěžení veškerých fosilních paliv a proto je nutné hledat stále nové alternativy. Nové zdroje 
je třeba hledat v přírodě kolem nás.  
Jednou z možností, jak pokrýt naši spotřebu, aniž bychom zatěžovali životní prostředí je 
pomocí obnovitelných zdrojů. Vyspělé státy stanovují limity procentuálního zastoupení 
zelené energie z celkové produkce a zavádějí nové normy a zákony, které tyto projekty 
finančně podporují. Česká republika se podle zákona 180/2005 Sb. (zákon o podpoře 
využívání obnovitelných zdrojů) zavazuje, že k roku 2010 bude podíl obnovitelných zdrojů na 
hrubé spotřebě elektřiny ve výši 8 % a vytvoří se podmínky pro další zvyšování tohoto podílu 
po roce 2010. [1] 
Energie se získává z trvalých zdrojů, jako je slunce, vítr nebo biomasa. Slunce a vítr jsou 
faktory, které nelze ovlivnit, vznik a využití biomasy ovlivnit můžeme. [2] 
 
Pro pochopení a optimalizaci výroby energie z biomasy, je nutné prozkoumat jednotlivé 
substráty, jejich skladbu a původ.  
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2 CÍL PRÁCE 
Teoretická část práce se zaměřuje na problematiku biomasy využitelné pro energetické účely, 
zejména na zemědělské odpady, které se dají využít jako substrát pro bioplynové stanice. 
Dále rozebírá skladbu proteinů, proteomiku a nejčastější uplatňované proteomické separační 
metody . 
Cílem bylo proměřit jednotlivé enzymové aktivity vzorků biomasy, které jsou využívány jako 
surovina pro výrobu bioplynu. Po přepočtu aktivit enzymů jednotlivých skupin vztažených na 
miligram bílkoviny je provedena jejich proteomická identifikace pomocí trypsinového štěpení 
a hmotnostní spektometrie MALDI-TOF/TOF. 
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3  BIOPLYN 
3.1 Biomasa jako obnovitelný zdroj energie 
3.1.1 Biomasa 
Biomasou (BM) se označuje veškerý organický materiál vytvořený na Zemi. Může se jednat 
o biomasu rostlinnou – fytomasa, dále zoobiomasu, dendromasu (dřevní odpady) atd. 
Hlavním producentem biomasy jsou rostliny. Jsou schopné zachytit energii ze světelného 
záření pomocí chlorofylu, poté během fotosyntézy produkují sacharidy a následně bílkoviny. 
3.1.2 Využití biomasy k energetickým účelům 
Obecně lze biomasu k zisku energie využít několika základními způsoby.  
1) termická přeměna (suché procesy): 
• spalování, 
• zplyňování, 
• pyrolýza, 
2) biochemická přeměna (mokré procesy): 
• alkoholové kvašení, 
• methanové kvašení, 
3) fyzikální a chemická přeměna: 
• mechanicky (štípání, drcení, lisování, briketování, peletování, mletí), 
• chemicky (esterifikace surových olejů), 
4) získávání odpadního tepla (např. při kompostování, aerobním čištěním odpadních vod, 
anaerobní fermentací pevných organických odpadů). [3],  [4] 
K energetickým účelům lze v ČR využít asi 8 mil. tun biomasy. [3]  
3.2 Výroba bioplynu 
3.2.1 Zdroje na výrobu bioplynu 
Pro výrobu bioplynu (BP) jsou v dnešní době využívány nejvíce exkrementy hospodářských 
zvířat (kejda, trus, hnůj, močůvka, podestýlka), fytomasa ve formě siláží, části rostlin, některé 
druhy energetických rostlin (šťovík, tritikale, čirok, křídlatka, olše, topoly atd.) a neprodejné 
produkty (nezkrmené zbytky). Další možnosti ke zpracování jsou odpady z potravinářského 
průmyslu, bioodpady z chemické výroby, tříděné a komunální odpady [3], [5] a také vedlejší 
živočišné produkty (VŽP). [4]  Na vedlejší živočišné produkty se podle Nařízení Evropského 
parlamentu a Rady (ES) č. 1774/2002 [6] vztahují zvláštní hygienická pravidla a pro BPS se 
využívají zejména materiály třetí kategorie. [7] 
 
Methan je získáván methanogenní fermentací organických substrátů. Hlavním zdrojem látek 
pro tvorbu methanu jsou polysacharidy obsaženy ve fytomase. Lepší výtěžnost zajišťují tuky, 
ty jsou však ve fermentovaném materiálu většinou jen v malém množství. Naopak menší 
výtěžnost mají dřevné odpady (kůra, odřezky, větve, dřevo), které obsahují velký obsah 
ligninu. Methanové bakterie neumí lignin rozložit a proto musí být odstraňován. [3], [5] 
3.2.2 Výhody BP a jeho využití k energetickým účelům 
Bioplynová technologie umožňuje zlikvidovat organické odpady nenákladným a ekologickým 
způsobem. V zemědělských zařízeních mohou vlastním bioplynem pokrýt část svých nákladů 
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a využít své vlastní odpady. [3] Z hlediska minimalizace možné kontaminace toxickými 
látkami se jako velký přínos ukazují tzv. farmářské BPS. Tyto stanice využívají k výrobě 
bioplynu pouze odpady z vlastní živočišné a rostlinné výroby v kombinaci s biomasou 
záměrně pěstovanou.  Přínosem pro farmu je: 
• zisk energie, 
• zmenšení zatížení pachem, 
• zmenšení chemických účinků surové kejdy a hygienizace kejdy, 
• zlepšení tekutosti, 
• zmenšení zatížení skleníkovými plyny, 
• zvýšení obsahu humusu v půdě, 
• zamezení úniku nitrátů, 
• zlepšení odolnosti a zdravotního stavu rostlin, 
• zvýšení klíčivosti osiva, 
• zpracování organických zbytků 
• zisk hnojiva pro ekologické zemědělství. [8]  
 
BP lze využít všude, kde se využívají plynná paliva. předpokladem pro jeho použití je však 
úprava spotřebiče. Mezi energetické využití BP patří: 
1. přímé spalování (svícení, chlazení, topení...), 
2. výroba elektrické energie a ohřev teplonosného média (kogenerace), 
3. výroba elektrické energie, ohřev teplonosného média, výroba chladu (trigenerace), 
4. pohon spalovacích motorů a turbín pro zisk mechanické energie, 
5. využití v palivových článcích. 
V našich podmínkách je nejčastější spalování BP v kotlích a využití v kogeneračních 
jednotkách. [3], [9] 
3.2.3 Proces vyhnívání 
Anaerobní methanová fermentace je souborem procesů, kde produt jedné faze je substrátem 
fáze druhé. Směsná kultura mikroorganismů postupně rozkládá bez přístupu vzduchu 
organickou hmotu. [10] K vyhnívání organických látek probíhá ve vlhkém prostředí. 
Methanové bakterie působí v rozmezí teplot 0-70 °C. Na rozdíl od tlení nevzniká teplo, ale 
hořlavý methan. Taktéž se tvoří oxid uhličitý, voda, stopové plyny a humusové látky. 
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Obrázek č.1: Čtyři fáze vyhnívání [5] 
 
V první fázi přítomné bakterie přeměňují makromolekulární látky pomocí extracelulárních 
hydrolytických enzymů. [10] Hydrolýzou vznikají nízkomolekulární látky jako jsou 
jednoduché cukry, voda, mastné kyseliny a aminokyseliny. Na první fázi se podílí anaerobní 
bakterie rodu Clostridia, Bacteroidy, Rumonococcus a druhy Butyrivibrio a fakultativní 
anaeroby Escherichia coli a Bacillus sp.  
V oxidační fázi (acidogeneze) mohou acidofilní bakterie přeměnit produkty z první fáze na 
acetát, vodík a oxid uhličitý. Při nízkém parciálním tlaku vodíku jsou produkovány octová 
kyselina, H2 a CO2, při vyšším jsou tvořeny vyšší organické kyseliny, mléčná kyselina, 
valerová a ethanol. [10]  Mezi acetogeny patří bakterie Syntrophobacter, Syntrophomonas a 
Desulfovibrio. V této fázi definitivně vzniká anaerobní prostředí. 
Ve třetí fázi – acetogenezi – dochází k dekarboxylaci a rozkladu acetátu a formiátu na 
methan, oxid uhličitý a další plyny (vodík, čpavek, sirovodík) 
Během methanogeneze acetotrofní bakterie rozkládají zejména kyselinu octovou na methan a 
oxid uhličitý, hydrogenotrofní bakterie produkují methan z vodíku a oxidu uhličitého. [3], [4], 
[5], [11] 
Kinetika jednotlivých fází je poměrně odlišná. Methanogenní fáze probíhá asi 5krát pomaleji 
než předcházející tři fáze, avšak ve většině BPS probíhají tyto fáze současně. [9] 
 
Methanové kvašení zjednodušeně popisují následující rovnice: 
246126 CO3CH3OHC +→  
243 COCHCOOHCH +→  
O2HCO3CHOH4CH 2243 ++→  [3] 
3.2.4 Vlastnosti materiálu vhodného pro anaerobní fermentaci 
Teplota 
Methanové bakterie pracují v rozmezí teplot 0 až 70 °C. Rychlost vyhnívacího procesu je 
závislá na teplotě. Obecně platí, že čím vyšší je teplota, tím rychleji se organická hmota 
rozkládá a methanu je v bioplynu méně. [3], [5] Pro stabilní průběh anaerobního rozkladu je 
nutné udržovat konstantní teplotu. [9], [10]    
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Obrázek č.2: Vliv teploty vyhnívacího procesu a doby kontaktu na množství a složení 
vyrobeného bioplynu [5] 
 
V praxi se využívají tři typické oblasti. Psychrofilní kmeny (pod 20 °C), mezofilní kmeny (25 
až 35°C) a kmeny termofilní (nad 45 °C). Minimální teplota procesu je 4 °C.  [3], [5], [9]   
 
 
 
Obrázek č.3: Vliv teploty na dosažitelné množství plynu ve vztahu k hodnotě dosažené při 
optimálních teplotních poměrech [5] 
Obsah vody a sušiny 
Methanové bakterie se množí jen v případě, jsou-li jejich substráty zality alespoň z 50% 
vodou. [9] Nemohou žít v pevném substrátu, materiál by měl obsahovat jen malé množství 
anorganického materiálu (popelovin). Optimální obsah sušiny je u tekutých odpadů 8-14 %, 
u pevných 22-25 %. Maximální hranice sušiny je 50 %. [3], [5] 
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pH 
Hodnota pH je významným faktorem.  Optimální pH by se mělo pohybovat okolo 7,5. Na 
počátku však převažuje aktivita acidogenů a pH může poklesnout až k hodnotě 4-6. Při pH 
menším než 5 se mohou objevovat některé inhibiční účinky na kmeny methanogenů. Některé 
kmeny jsou schopny rozvíjet si i v alkalickém prostředí o pH v rozmezí 8-9. V praxi se 
hodnota pH materiálu upravuje na vstupu homogenizací směsných materiálů nebo 
alkalickými přísadami. [3], [5], [10] 
Poměr C/N 
Významným faktorem je poměr uhlíkatých a dusíkatých látek (C/N), který by se měl 
pohybovat v rozmezí 1/20 až 1/40. Vysoký obsah dusíkatých látek se může negativně projevit 
na složení BP. Mezi látky s vysokým obsahem N patří exkrementy zvířat. Vysoký obsah C 
tvoří materiály rostlinného původu. V praxi se optimální poměr C/N dosahuje míšením 
materiálu. [3], [5] 
Další faktory 
Bakterie jsou striktně anaerobní a také přístup světla proces zpomaluje. Živiny je nutné 
rovnoměrně dodávat s kejdou, hnojem nebo třeba trávou. Proces lze zpomalit nebo také úplně 
zastavit působením inhibitorů (organické kyseliny, antibiotika a desinfekční prostředky). 
Důležitý je i odvod plynu z nádrže, je nutné zabránit zvýšení tlaku, a tím i případným 
škodám. [3], [5], [9] Odplynování substrátu lze zajistit pravidelným mícháním. [9] 
3.2.5 Složení, kvalita a vlastnosti BP 
Kvalita bioplynu je dána zejména poměrem hořlavého methanu a oxidu uhličitého. Oxid ředí 
plyn a zvyšuje náklady na uskladnění atd. Další plynnou složkou je sirovodík. Vzniká při 
rozkladu bílkovin, je agresivní a zapříčiňuje korozi. Ve stopovém množství je přítomen i 
amoniak, molekulární dusík, vodík a kyslík. Přítomnost volného kyslíku je krom počáteční 
fáze nežádoucí. S methanem vytváří výbušnou směs. Obsah vodíku není na závadu 
energetické kvality, ale svědčí o narušení acidogenní a methanogenní fáze. V BP se mohou 
objevit i stopy argonu vzdušného původu. 
Praxe dokázala, že při fermentaci při zvýšených teplotách je nižší obsah methanu než při 
nižších teplotách. Obsah substrátu je ovlivnitelný i skladbou substrátu. Látky bohaté na 
bílkoviny a uhlovodíky poskytují mnohem méně plynu než látky obsahující tuky. 
Mezi parametry BP patří např. hodnoty výhřevnosti a hranice zápalnosti. Hodnota 
výhřevnosti  je určena obsahem methanu. Ostatní minoritní prvky mají prakticky 
zanedbatelný energetický význam. Hranice zápalnosti methanu ve směsi se vzduchem je 5 až 
15 obj.%. Tato koncentrace methanu již tvoří výbušnou směs. Zápalná teplota BP je určena 
hodnotou pro methan, tj. 650 až 750 °C. [3], [5] 
3.2.7 Bioplynové stanice 
Pro řízenou anaerobní fermentaci jsou v praxi využívány bioplynové stanice (BPS). Obecné 
rozdělení BPS podle zpracovávaného substrátu: 
• zemědělské - využívají statková hnojiva a zemědělskou biomasu, 
• čistírenské – zpracovávají kaly z ČOV 
• ostatní – bioodpady a VŽP. [4] 
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Součástí bioplynových stanic jsou dávkovací vsádky, zařízení na úpravu odpadů, fermentační 
zařízení, nádrž pro skladování bioplynu, kogenerační jednotka a zařízení na úpravu a 
skladování digestátu (fermentovaný zbytek z provozu BPS). V případě stanic využívají VŽP 
musí mít také hygienizační jednotku. U zpracování rizikového kafilerního odpadu je nutný 
hydrolyzér. Nezbytné jsou zařízení na čistění a dezinfekci nádob na přepravu VŽP. BPS je 
v ČR třeba považovat za zařízení s možným nebezpečím výbuchu. Pro realizaci stavby BPS 
platí ČSN 756415 – Plynové hospodářství čistíren odpadních vod. [4] 
3.2.7 Bioplynové technologie 
Technologické postupy výroby bioplynu lze rozlišit podle několika dělení.  Podle způsobu 
plnění (batch, průtokový systém), podle konzistence substrátu (pevný, kapalný) nebo podle 
stupňů (jednostupňový, vícestupňový). Grafické znázornění je na obrázku č.4. [5] 
 
Batch, označován jako vsádkový, je typický tím, že se naplní na počátku a během fermentace 
se nic nepřidává ani neodvádí. Na konci se vsádka vyprázdní. Nevýhodou tohoto postupu je 
finanční náročnost. [5] 
 
Metoda střídání nádrží pracuje na základě dvou vyhnívacích nádržích. Z přípravné nádrže, 
kde je asi po dva dny jímán substrát, se rovnoměrně plní prázdná vedlejší vyhnívací nádrž. 
V druhé nádrži už probíhá vyhnívací proces. Když je první nádrž naplněna, obsah druhé  
nádrže se najednou přenese do skladovací nádrže a následně se tato vyprazdňovací nádrž 
začne plnit z přípravné nádrže. Mezitím se vyhnilý kal ze skladovací nádrže vyváží na vhodné 
plochy. Tento postup má dobrý hygienický účiněk a rovnoměrnou výrobu, nevýhodou je však 
vysoká pořizovací cena a vyšší tepelné ztráty. [5] 
 
Většina BP stanic používá průtokový systém. Vyhnívací nádrž je neustále naplněna a 
vyprazdňuje se jen při opravách a pro odstranění usazenin. Z malé přípravné nádrže je 
dodáván čerstvý substrát do vyhnívací nádrže. Zároveň odchází stejné množství vyhnilého 
substrátu přepadem do skladovací nádrže. Výhodou je rovnoměrná výroba plynu, nízké 
tepelné ztráty a nízká cena. Nevýhodou oproti předešlým metodám je možné smíchání 
čerstvého substrátu s vyhnilým materiálem. [5] 
 
U zásobníkové metody je skladovací nádrž a fermentor spojen do jedné nádrže. Při vyvážení 
vyhnilého materiálu se zásobník vyprázdní až na malý zbytek k naočkování další várky. Poté 
se nádrž stálým přítokem pomalu plní z přípravné nádrže. Výhodou jsou především nízké 
náklady. [5] 
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Obrázek č.4: Typické bioplynové technologie 
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4 ENZYMY DEGRADUJÍCÍ ROSTLINNOU BIOMASU 
Pro přehlednost k experimentální části jsou enzymy degradující biomasu rozděleny do čtyř 
skupin: enzymy pektolytické, celulolytické, lipolytické a proteolytické. [2] 
4.1 Pektolytické enzymy 
Pektinolytické enzymy nebo pektinasy jsou heterogenní skupina spřízněných enzymů, které 
hydrolyzují pektinové látky přítomné převážně v rostlinách. Pektinasy mají velký význam a 
obrovský potenciál v průmyslu. Jsou jedním z připravovaných enzymů z obchodního sektoru, 
zejména na výrobu šťáv a v potravinářském a papírenském průmyslu a k výrobě celulózy. 
Pektinolytické enzymy jsou značně rozšířeny ve vyšších rostlinách a mikroorganismech. Mají 
zásadní význam pro rostliny, pomáhají buněčné stěně k jejímu prodloužení a změkčení 
některých rostlinných tkání během zrání a skladování.  Téměř všechny komerční přípravky 
pektinas jsou vyrobeny z plísňových zdrojů. 
Tyto enzymy jsou součástí enzymových systémů, které se podílejí na metabolismu 
pektinových látek, což jsou poměrně komplikované strukturní heteropolysacharidy. Jedná se o 
látky vysoké molekulové hmotnosti, kyselé, s negativním nábojem. [12] 
 
Rozlišujeme dvě základní skupiny enzymů, pektinesterasy a pektindepolymerasy. [13], [14] 
 
Pektinesterasy katalyzují hydrolýzu metylesterů na nízkoesterifikované pektiny. Byl také 
popsán enzym pektinacelyesterasa odštěpující acetylové skupiny v hladkých oblastech 
pektinových řetězců. [13] 
 
 
Obrázek č.5: Reakce katalyzovaná pektinesterasami [13] 
 
Enzymy štěpící glykosidové vazby (pektindepolymerasy) jsou glykosidasy a lyasy. [13] 
 
• Glykosidasy, někdy zvané také jako polygalakturonasy (EC 3.2.1.15) nebo poly-α -
1,4-galakturonidglykanohydrolasa hydrolyzují α -(1,4) glykosidovou a esterovou vazbu. 
Rozlišují se podle místa štěpení na exo enzymy, které odštěpují monomery od konce řetězce a 
endo enzymy, které působí uvnitř řetězce a produktem jsou buď monomery nebo oligomery 
s různě dlouhým řetězcem. Polymetylgalakturonasy štěpí vysokoesterifikované pektiny, 
polygalakturonasy štěpí pektiny úplně nebo téměř deesterifikované. [13] 
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Obrázek č.6: Reakce katalyzovaná polygalakturonasami [13] 
 
• Pektátlyasy (poly-α -1,4-D-galakturonidlyasy) degradují esterifikované nebo 
neesterifikované pektiny tzv. β -eliminací. Podle účinku je možné je rozdělit na endo a exo 
enzymy. Pektátlyasy jsou typické bakteriální enzymy. [13] 
 
 
Obrázek č.7: Reakce katalyzovaná pektátlyasami [13] 
 
• Pektinlyasy (poly-α -1,4-D-methoxygalakturonidlyasy) štěpí glykosidové vazby mezi 
esterifikovanými galakturonovými kyselinami β -eliminací. Pektinlyasy jsou produkované 
pouze plísněmi. [13] 
 
 
Obrázek č.8: Reakce katalyzovaná pektinlyasami [13] 
 
Pektolytické enzymy vzhledem k jejich komplikované struktuře obvykle působí v kombinaci. 
[13], [14] Enzym vykazující aktivitu pektinesterasy a polygalakturonasy se někdy označuje 
jako pektinasa. V kyselém prostředí je pektin poměrně stabilní, v silně kyselém prostředí 
dochází k hydrolýze methoxylových a acetylových skupin a k hydrolýze glykosidových 
vazeb. V alkalickém prostředí se hydrolyzují zejména esterové vazby a tato reakce je 
doprovázena depolymerací polysacharidového řetězce ( β -eliminace). K reakci dochází na 
glykosidové vazbě neredukujícího methoxylovaného galakturonidového zbytku. [13] 
4.2 Celulolytické enzymy 
Celulasy představují složitý enzymový aparát katalyzující hydrolýzu nativní celulosy. Patří do 
enzymového vybavení některých mikroorganizmů, prvoků a vyšších hub. Hydrolýza celulosy 
je pomalý proces, hnití stromů a rostlin trvá několik měsíců. Malé procento celulosy 
enzymům odolává, obzvlášť pokud je přítomen lignin.  
 18 
Komplex celulolytických enzymů se skládá ze tří typů enzymů: 
• endoglukanasy (EC 3.2.1.4, 1,4-β-D-glukan 4-glukanhydrolasa) náhodně štěpí 
polymerické řetězce, 
• exoglukanasy (1,4-β-D-glukan glukanohydrolasa (EC 3.2.1.74) a 1,4-β-D-glukan 
cellobiohydrolasa (EC 3.2.1.91)) odštěpují celulosu z neredukujícího konce celulosového 
řetězce, 
• β-glukosidasy (β-D-glukosidglukohydrolasa,  EC 3.2.1.21) přeměňuje celobiosu na 
glukosu. [13], [14], [15] 
 
Degradace celulosy je spojena se schopností odbourávat ještě složitější systémy 
lignocelulosových a hemicelulosových komplexů. [14], [15] 
 
Mezi nejprostudovanější ligninolytické enzymy se řadí: 
• lignin peroxidasa (LiP, EC. 1.11.1.14), 
• mangan-dependentní peroxidasa (MnP, EC. 1.11.1.13),  
• lakasa (Lac, EC. 1.10.3.2). [16] 
 
Lignin peroxidasa je glykoprotein, který v přítomnosti endogenně vytvářeného peroxidu 
vodíku katalyzuje oxidaci nefenolických aromatických struktur ligninu za vzniku aryl 
kationtových radikálů. Dochází k odejmutí dvou elektronů a vzniká meziprodukt, který 
oxiduje substrát odstraněním jednoho elektronu za vzniku redukovanějšího enzymového 
meziproduktu. Tento meziprodukt dále oxiduje další molekulu substrátu a enzym se dostává 
do základního stavu. [16] 
 
Mangan-dependentní peroxidasa je extracelulární peroxidasa, obsahující hem. Katalyzuje 
H2O2 dependentní oxidaci Mn2+ na reaktivní Mn3+. Kation Mn3+ oxiduje fenolické části 
ligninu za vzniku volných radikálů. MnP preferuje jako substrát Mn2+, většina peroxidas 
preferuje Mn3+. [16] 
 
Lakasa je N-glykosylovaná fenolooxidasa. Patří do skupiny oxidas obsahující měď, které 
katalyzují čtyřelektronovou redukci kyslíku na vodu. Lakasa obsahuje čtyři atomy mědi, které 
jsou rozmístěny mezi třemi odlišnými vazebnými místy. Oxiduje mnoho sloučenin, jako jsou 
fenoly, polyfenoly, aromatické aminy a nefenolické organické substráty za vzniku reaktivních 
radikálů, které podléhají další neenzymatické depolymerizaci, repolymerizaci nebo 
demethylaci. Lakasa se krom degradace ligninu podílí i na sporulaci a detoxifikaci. [16] 
 
Versatilní peroxidasa je schopna katalyzovat jak redoxní reakce typické pro LiP, tj. oxidaci 
nefenolických aromatických substrátů za vzniku aromatických radikálů, tak reakce typické 
pro MnP, tj. oxidaci Mn2+ na Mn3+. Navíc také dobře oxiduje substituované fenoly. [16] 
 
Někdy se uvádějí také mangan-independentní MnP a jiné versatilní peroxidasy. S těmito 
enzymy v biodegradaci ligninu dále spolupracují enzymy, které nemají schopnost rozkládat 
lignin samy o sobě. Jsou to např. glyoxaloxidasa (EC 1.2.3.5), superoxiddismutasa (EC  
1.15.1.1), glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4), arylalkoholoxidasa (EC 1.1.3.7) a 
cellobiosadehydrogenasa (EC 1.1.99.18). [16] 
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Hlavním problémem ve zpracování fytomasy je odstranění necelulosových složek, které 
celulosu běžně doprovázejí. Jedná se o finančně velmi nákladnou operaci a proto se zařazuje 
nejenom využití vyizolování celulolytických enzymů, ale možné je také použití 
celulolytických organismů Chaetomium cellulolyticum, T. viride, Cellulomonas sp. a 
Termoactinomyces sp. Velmi výhodné pro produkci biomasy jsou kombinované kultury, např. 
S. pulverulentum a C. utilis či T .viride a S. cerevisiae. [14] 
4.3 Lipolytické enzymy 
Esterasy katalyzují hydrolysu esterových vazeb. Téměř všechny živočišné tkáně, rostlinná 
pletiva a mikrobní buňky obsahují řadu enzymů s esterasovou aktivitou. Esterasy katalyzují 
hydrolýzu esterů na kyselinu a alkohol. Klasifikace esteras vychází z jejich specifity vůči 
charakteru kyseliny (např. karboxylesterasy, fosfomonoesterasy). Technologický význam 
mají hlavně lipázy a pektinesterasy. [14] 
 
Lipáza (triacylglycerol acylhydrolasa, EC 3.1.1.3) katalyzuje postupnou hydrolýzu 
triacylglycerolů. Pankreatický enzym působí pouze na fázovém rozhraní voda-ester. 
Preferenčně odštěpuje acyly v polohách 1 a 3. [14] , [17] 
Lipázy produkují některé bakterie rodu Pseudomonas, Staphylococcus, Acinetobacter, 
Chromobacterium, Corynebacterium, Propionibacterium a Bacillus, kvasinky rodu Candida a 
Trichosporon a plísně Pythium, Rhizopus, Mucor, Neurospora, Aspergillus, Penicillium, 
Ustilago, Botrytis, Geotrichum, Fusarium a Humicola. [18] 
4.4 Proteolytické enzymy 
Proteolytické enzymy katalyzují exergonní hydrolýzu peptidových vazeb v proteinech a 
peptidech. V závislosti na místě působení na polypeptidovém řetězci byly peptidasy rozděleny 
na dvě skupiny. První skupinu tvoří endopeptidasy, které katalyzují hydrolýzu peptidových 
vazeb uvnitř řetězce a tvoří tak štěpné peptidy o rozmanité délce. Druhou skupinou jsou 
exopeptidasy, které katalyzují hydrolytické odštěpení koncové aminokyseliny. Mohou být 
proto klasifikovány jako N-koncové exopeptidasy (aminopeptidasy) nebo C-koncové 
exopeptidasy (karboxypeptidasy). Podle struktury aktivního místa lze proteasy rozdělit do 
čtyř skupin: 
• serinové,  
• cysteinové (thiolové),  
• asparátové,  
• peptidázy s kovovým iontem jako kofaktorem. [19] 
 
Detailněji jsou proteolytické enzymy popsány v kapitole 5.2.2 
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5  PROTEOMIKA 
5.1 Cíle a přístupy proteomiky 
Proteomika zasahuje do všech oblastí vědy i aplikací, kde hrají svou roli bílkoviny, 
a v poslední době prochází rychlým vývojem. Hlavním cílem proteomiky je popis 
a vysvětlení role bílkovin v procesech probíhajících v organismech. To zahrnuje identifikaci 
bílkovin, stanovení molekulové hmotnosti, sekvence aminokyselin, určení sulfidických vazeb 
a posttranslačních modifikací. Dále je zkoumána interakce bílkovin s jinými látkami, složení 
bílkovin během biologických procesů a stanovení jejich změn. 
Proteomika lze aplikovat v medicíně, farmacii, potravinářství, průmyslu, ochraně životního 
prostředí nebo v zemědělství. Současně se vyvíjí nové proteomické techniky. [20] 
 
Slovo proteom bylo poprvé použito australským doktorandem Markem Wilkinsnem v roce 
1994 na konferenci v Sieně. [21] 
Za proteom, jako základní pojem proteomiky, je považován veškerý proteinový komplement 
kódovaný genomem. Mezi tři základní cíle proteomiky se nejčastěji zahrnuje identifikace 
proteinů, jejich vzájemné interakce a sestavení jejich trojrozměrné struktury. 
 
Mezinárodní organizace HUPO formulovala na svém workshopu konaném 7. října 2001 
v Leesburgu ve státě Virginia cíle proteomiky jako identifikaci všech proteinů kódovaných 
lidským genomem (popřípadě genomy dalších, zejména tzv. modelových organismů) 
s následným stanovením: 
a) jejich exprese v různých buňkách daného organismu – expresní proteomika, 
b) jejich subcelulární lokalizace v různých organelách,  
c) jejich posttranslačních modifikací,  
d) jejich vzájemných interakcí,  
e) vztahu mezi strukturou a funkcí – funkční proteomika.  
Oblasti b), c), d) zahrnují strukturní proteomiku. [22], [23], [24] 
 
Existuje celá řada přístupů k proteomice. Analytická proteomika je založena na kombinaci 
separace bílkovin z biologických směsí a jejich charakterizací hmotnostní spektrometrií. Její 
hlavní cíl je identifikace proteinů, stanovení molekulové hmotnosti a sekvence aminokyselin. 
Strukturní proteomika se zabývá studiem struktury bílkovin za použití krystalografie, NMR 
nebo MS. Může být využit i přístup, kdy je daná bílkovina izolovaná ze směsi a poté je 
enzymově rozštěpena na směs peptidů (např. trypsinem). Ty jsou pak charakterizovány 
hmotnostní spektrometrií. Ke štěpení jsou většinou využívány specifické peptidy. Tento 
klasický postup identifikace bílkovin je nazýváná jako bottom-up proteomika. [20] 
5.2 Metody proteomiky 
Na začátku projektu je třeba zvolit nejenom cíle a metody, ale také zvolit správnou přípravu 
vzorku a izolační postup.  
5.2.1 Identifikace bílkovin metodou peptidového mapování 
Peptidové mapováni, neboli peptide mass fingerprinting (PMF) využívá stanovení 
molekulové hmotnosti peptidů, které vznikají specifickým štěpením bílkovin enzymem. 
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Molekulové hmotnosti jsou pak porovnány s teoretickými molekulovými hmotnostmi 
v databázích. [20]  Jedná se o velmi rychlou metodu pro identifikaci bílkovin. [25] 
K identifikaci bílkovin z neznámého vzorku postačí již několik mikrolitrů vzorku, ve kterém 
je několik desítek pikomolů proteinu. Vzorek je nejprve zdenaturován, jeho disulfidické 
můstky jsou, např. dithiotreitolem, přerušeny redukcí a zablokovány alkylací (např. 
jodacetamidem).  Dále se peptidový řetězec štěpí trypsinem, který štěpí řetězec za bazickými 
aminokyselinami Lys a Arg, nebo chymotrypsinem, který štěpí za aromatickými 
aminokyselinami, na kratší peptidy. Tímto postupem získáváme směs peptidů, které můžeme 
dále identifikovat pomocí hmotnostní spektrometrie za využití elektronických knihoven 
spekter. Databáze knihovny hledá peptidové štěpy, které mají stejnou molekulovou hmotnost 
jako hodnoty štěpů získané z MS. [19], [26] 
V případě směsí bílkovin je nutná jejich separace. Směs se rozdělí pomocí gelové 
elektroforézy a obarvení gelu. Zvýrazněné bandy se z gelu vyříznou a mohou být dále 
pročišťovány (ZipTip, 2D HPLC). [26] 
 
Obrázek č.9.: Schéma identifikace proteinů [26] 
5.2.2 Proteolytické enzymy v proteomice 
S rozvojem instrumentace MS v proteomice se důležitým stal způsob aplikace vzorku. 
Nejběžnější je štěpení na peptidy enzymovou nebo chemickou cestou. [19],  [27]  
Proteolýza je dnes rutinní záležitostí vzhledem ke komerčně dostupným proteolytickým 
enzymům. Ze všech dostupných enzymů je v proteomice nejčastěji využíván trypsin.  
Chemické metody štěpení bývají pouze doplňkové. V případě ve vodě nerozpustných či 
membránových proteinů lze použít BrCN, pro štěpení zbytků tryptofanu lze využít BNPS-
skatolu (3-brom-3-methyl-2-[(2-nitrofenyl)merkapto]-3H-indol). V místě zbytků kyseliny 
asparagové šetrně působí zředěná kyselina mravenčí. [19] 
Proteolytické enzymy (někdy označované jako proteasy) katalyticky působí na hydrolýzu 
peptidických vazeb. Během 20. let se začaly využívat také pojmy proteinasa a peptidasa. 
Proteinasy působí na proteiny, peptidasy působí na malé oligopeptidy a potřebují jeden volný 
konec v blízkosti místa štěpení. [19] Pokud hydrolýza peptidického řetězce probíhá uvnitř 
řetězce, jedná se o endopeptidasy, koncové aminokyseliny odštěpují exopeptidasy. Podle 
podstaty katalytického místa se objevuje rozdělení do 4 základních skupin peptidas – 
serinové, cysteinové (thiolové), asparátové a peptidasy s kovovým iontem jako kofaktorem. 
Proteolytické enzymy patří do třídy 3 – hydrolasy a peptidasy tvoří podtřídu 3.4 – hydrolasy 
působící na peptidové vazby. [17] Mezi zdroje proteolytických enzymů patří trávící trakt 
obratlovců, krev, slezina a rostlinný materiál. 
Proteomika využívá zejména endopeptidasy pro přípravu peptidových směsí k MS analýze. 
Karboxypeptidasy a aminopeptidasy pro tzv. žebříčkové sekvencování. [19] 
 
 22 
Tabulka č.1: Klasifikace proteolytických enzymů v Enzyme Nomenclature [19] 
 
 
 
Tabulka č.2: Proteolytické enzymy běžně používané v proteomice [19] 
 
 
 
Trypsin (EC 3.4.21.4) patří mezi serinové endopeptidasy, má úzkou substrátovou specifitu a 
vznikají peptidy, které mají na C-konci zbytky argininu a lysinu. [19] Obecně platí, že vazba 
obsahující lysin je štěpena rychleji než vazba obsahující arginin. Pokud následuje bazický 
aminokyselinový zbytek, rychlost hydrolýzy se zvyšuje. Následující kyselý aminokyselinový 
zbytek naopak hydrolýzu výrazně snižuje. [27]  
Jeho výhodou je vytváření přiměřeného množství definovaných peptidových fragmentů 
o příznivé ionizovatelnosti a velikosti pro MS analýzu. Výhodné je i optimum pH trypsinu, 
které umožňuje práci s levným těkavým pufrem na bázi hydrogenuhličitanuamonného (pH 
7,8). [28] Trypsin je z pankreatu vylučován do dvanáctníku ve formě inaktivního prekurzoru 
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trypsinogenu. Trypsin obsahuje 101 aminokyselin ve stejných polohách jako v sekvenci 
chymotrypsinu (41 %). [19] Štěpení trypsinem běžně probíhá při 37°C 12 hodin, avšak 
přílišná doba štěpení vede k vysoké autolýze trypsinu. Autolýzu lze zpomalit přídavkem 
milimolární koncentrace vápenatých iontů. [27] Při použití methylovaného trypsinu při 55°C 
lze dobu zkrátit na 30 minut. [29]  
 
Ke štěpení velkých molekul bílkovin lze použít proteinasu ze Staphylococcus aureus V8 
(EC 3.4.21.19). Extracelulární proteinasa štěpí vysoce specificky glutamylové peptidové 
vazby. V případě glutamylového zbytku na N nebo C koncovém tripeptidu je rychlost štěpení 
velmi nízká. [27] 
 
Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) představuje skupinu strukturně a katalyticky příbuzných 
serinových endopeptidas. pH optimum se pohybuje v rozmezí 7,0−9,0. Narozdíl od trypsinu 
je specifita chymotrypsinu nízká  a preferuje aromatické aminokyseliny. Izolován je 
z hovězího pankreatu a obsahuje dvě formy zymogenu – chymotrypsinogen A a 
chymotrypsinogen B. Aktivace zymogenů je z části autolytická a účastní se jí také trypsin. 
[19] 
 
Další serinovou endopeptidasou je elastasa (EC 3.4.21.36). Specifita štěpení zahrnuje 
nepolární nearomatické zbytky. Optimum pH se pohybuje v rozmezí 8-8,5 a je tvořena 
pankreatem jako inaktivní prekurzor proelastasa, která je aktivovaná trypsinem. [19] 
 
V proteomice je taktéž využívaná kyselá asparátová endopeptidasa pepsin. Jedná se o hlavní 
žaludeční enzym obratlovců a maximální aktivitu prokazuje při pH 1-2. Převládající složkou  
je pepsin A, minoritní pepsiny jsou klasifikovány jako pepsin B (EC 3.4.23.2, gelatinasa) a 
pepsin C (EC 3.4.23.3, gastriksin). Specifita štěpení zahrnuje hydrofobní zbytky, zvláště 
aromatické. [19], [27] 
5.2.3 Sekvenování bílkovin a peptidů 
Pomocí hmotnostní spektrometrie lze získat informace související s identifikací, kvantifikací 
a charakterizací bílkovin jak na buněčné, tkáňové tak na subcelulární úrovni. Proteomika je 
důležitým nástrojem pro analýzu biologických systémů, interakcí a bílkovinných funkcí 
v organismu. [30] 
Přestože jsou dnešní hmotnostní spektrometry pro identifikaci bílkovin velmi přesné, nestačí 
nám mnohdy k identifikaci a neřeknou nám nic o jejich kovalentní struktuře. Strukturu 
peptidu lze zjistit pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie (MS/MS). [25] Princip 
MS/MS je založen na tom, že měřenému peptidu je dodána energie, která vyvolá 
defragmentaci a následně je změřeno hmotnostní spektrum fragmentů. Vznikají různé typy 
iontů v závislosti na umístění kovalentní vazby v lineárním peptidu, která je během 
defragmentace přerušena. Vzniknou tak dvě částice, které obsahují N a C koncovou část 
peptidu. Aby mohla být částice detekována, musí mít alespoň jedna z nich náboj. Pokud je 
náboj na N-koncové části, ion je klasifikován jako a, b nebo c. Pokud je zadržen na C-
koncové části, je označován jako x, y nebo z. V případě fragmentace více než jedné peptidové 
vazby vznikají tzv. interní fragmenty. Zvláštním typem interních fragmentů jsou tzv. 
immoniové ionty, obsahující pouze jedinou aminokyselinu. Přítomnost těchto iontů ve spektru 
jednoznačně potvrzuje výskyt dané aminokyseliny v sekvenovaném peptidu. [26] 
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Mezi nejčastější spojení patří kombinace vysokorozlišovací dvourozměrné gelové 
elektroforézy, kapalinová chromatografie ve spojení s ESI MS nebo tandemové MS detekce.  
Běžně používanou screeningovou metodou pro analýzu vzorku peptidů z gelu je MALDI-
TOF, resp. začlenění tandemu TOF/TOF. Dalšími možnostmi je LC-MALDI-MS/MS nebo 
LC-ESI-MS/MS. Prováděním LC je vylepšena detekční citlivost a dynamický rozsah. [30], 
[31]  
6 SEPARAČNÍ METODY 
6.1 Gelová elektroforéza 
6.1.1 Princip elektroforézy 
Elektroforéza patří mezi elektromigrační neboli elektroforetické metody. Jedná se o metody, 
které využíváme k separaci pohyblivých částic v elektrickém poli. Máme-li látky s nábojem 
(ionty, koloidní částice) rozpuštěné v elektrolytu a umístěny v elektrickém poli, budou se 
pohybovat konstantní rychlostí úměrnou velikosti jejich nábojů (anionty k anodě a kationty 
ke katodě). Neutrální molekuly či částice se nepohybují. [32], [33], [34] 
 
Separace ze směsi lze provést jen za předpokladu rozdílné elektroforetické pohyblivosti látek. 
Jsou-li na počátku elektroforézy v jednom místě, nabité částice se podle velikosti 
elektroforetické pohyblivosti rozdělí. Ty s větší pohyblivostí se dostávají dopředu, látky 
s menší pohyblivostí se postupně opožďují a dochází k separaci. 
Ionty různých poloměrů nesoucí různé náboje vykazují v homogenním elektrickém poli různé 
elektroforetické pohyblivosti u. Ty jsou přímo úměrné celkovému náboji iontu Q a nepřímo 
úměrné poloměru iontu r a dynamické viskozitě okolního prostředí η (kg m-1 s-1). 
r
Q
u
⋅⋅⋅
=
ηpi6
 [35] 
Elektroforetická pohyblivost iontů analytu u je funkcí iontové síly v roztoku. Je úměrná 
vzdálenosti zóny od startu d,   
tE
ld
u
⋅
⋅
= , 
kde E je napětí vložené na elektrody, l je délka elektroforetogramu a t doba elektroforézy. 
Jednotkou pohyblivost je cm2s-1V-1 . [32], [33], [34] 
 
Pro slabé elektrolyty platí, že jsou v roztoku jak nabité (disociované), tak nenabité 
(nedisociované) molekuly. Proto je zaveden stupeň disociace α , který udává podíl nabitých a 
nenabitých částic. Součin elektroforetické vodivosti a stupně disociace udává efektivní 
elektroforetickou pohyblivost. Separaci slabých kyslelin a zásad lze ovlivnit volbou pH. [34] 
 
Snahou o dosažení dobré separace vzniklo hned několik modifikací, které bývají děleny do 4 
skupin: 
1. elektroforéza s pohyblivým rozhraním (volná elektroforéza) 
2. elektroforéza na nosičích (zónová elektroforéza) 
3. rovnovážná elektroforéza (izoelektrická fokusace, izotachoforéza) 
4. kapilární elektroforéza [32] 
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Volná elektroforéza patří ke klasickým technikám, která se provádí ve vodných roztocích 
pufrů. Částice putují směrem k elektrodě s opačnou polaritou rychlostí, která je úměrná 
velikosti jejich náboje. Rychlost migrace a separace částic určuje použitý gradient a velikost 
náboje. Separační účinnost je limitována tepelnou difuzí a konvekčními proudy v kapalinách. 
Difuze rozostřuje zóny a snižuje i účinnost. Pro zvýšení ostrosti zón je nutné složky během 
separace fixovat a proto se elektroforéza často provádí v antikonvečních mediích 
(polyakrylamidové gely či agarosové gely). [32] 
Zónová elektroforéza se provádí na nosičích, které mohou být uspořádány do sloupce nebo na 
ploše (sklo, hliníkové folie...). Pro preparativní účely se používá sloupcové seřazení, pro účely 
analytické uspořádání plošné.  
Jako nosiče se dříve používaly chromatografické papíry, acetát celulosy či škrob. 
V modernějším měřítku je využíván zejména gelový materiál – agarosový, škrobový a 
polyakrylamidový gel. Nosiče musí být nerozpustné ve vodě a mezi jejich schopnosti by měly 
patřit i co nejmenší adsorpční vlastnosti. Při použití gelových materiálů se při separaci 
uplatňuje také separace na principu molekulového síta. [32], [33] 
Elektroforéza probíhá za intenzivního chlazení. Vzorek se nanese na startovní čáru a to buď 
na kraj nebo na střed nosiče. Probíhá pod stejnosměrným napětím o velikosti 250 až 
5000 V/25 cm u nízkovoltové, popř. v rozmezí 50-100 V/cm u vysokovoltové elektroforézy. 
[33] 
6.1.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) 
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu je nejspíše nejpoužívanější metodou. Provádí se ve 
speciálních aparátech. Nosič se umístí mezi dvě elektrody mezi nimiž prochází stejnosměrný 
proud. Úspěšnost separace závisí na zvoleném pH. Při vysokém pH dochází k ionizaci 
kyselých skupin a částice mají záporný náboj a při nízkém pH ionizují skupiny zásadité a 
náboj molekuly je kladný. Látky, které nesou náboj se budou pohybovat ve směru elektrody 
s opačným nábojem. Naopak se v elektrickém poli nebudou pohybovat látky nacházejí 
v izoelektrickém stavu, protože nenesou žádný vnější náboj. [32], [36], [37] 
 
Polyakrylamidový gel je polymerní, hydrofilní, průhledný a zároveň velmi pevný gel, který 
vzniká polymerací akrylamidu (AA) a N,N-methylenbisakrylamidu (BIS), který slouží jako 
zesíťovací činidlo. Reakci zahajují volné radikály vzniklé při rozkladu persíranu amonného, a 
proto je nutné přidávat stabilizátor volných radikálů TEMED (N,N,N,N-
tetramethylethylendiamin). Kyslík působí jako inhibitor reakce. Řetězce tvoří prostorovou síť. 
[38], [39] 
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Obrázek č.10: Vznik polyakrylamidového gelu [40] 
 
Důležitým faktorem pro průběh elektroforézy je koncentrace gelu. Příliš hustý gel zvyšuje 
tření molekul a značně je zpomaluje. Koncentraci polymeru můžeme ovlivnit poměrem AA a 
BIS. Obvyklý poměr AA:BIS je přibližně 40:1. Může se však pohybovat v rozmezí 100:1 až 
20:1. [41] 
6.1.3 Elektroforéza s dodecylsulfátem sodným (SDS-PAGE) 
Kombinace PAGE s užitím detergentu SDS umožňuje separaci bílkovin. Dodecylsulfát nese 
negativní náboj, váže se na bílkovinu v poměru 1,6 g SDS na 1 g bílkoviny a tím vyrovnává 
rozdíly bílkovinných molekul. V tom případě se molekuly separují jenom podle velikosti. 
Výsledné komplexy mají stejnou hustotu povrchového náboje. Mobilita komplexu SDS-
bílkovina v polyakrylamidovém gelu je přímo úměrná logaritmu molekulové hmotnosti 
příslušné bílkoviny. Navázáním SDS na bílkovinu však většinou dochází ke ztrátě biologické 
aktivity. [32], [42] 
 
 
Obrázek č.11: Dodecylsulfát sodný [36] 
 
Detekce se provádí pomocí barviv, které mají vysokou afinitu k bílkovinám. Dnes je 
používána zejména Amidočerň 10B, Ponceau S. nebo Coomassie Brilliant Blue R-250. Gel se 
obarví a  nezachycené barvivo se vymyje. Následně lze pozorovat tmavě modré pruhy na 
světle modrém pozadí. Bílkoviny lze také vizualizovat pomocí UV záření a fluorimetrické 
detekce, popř. detekce pomocí amoniakálního komplexu stříbra. [41] SDS PAGE je 
využívána jako druhý krok při dvourozměrné elektroforéze. [27] 
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Uspořádání elektroforézy a polyakrylamidovém gelu je dvojího typu: 
a) v trubičkách (sloupcové) – dnes již méně využívaná metoda, avšak jednoduchá a levná; 
b) v plošném uspořádání – na destičkách s tenkou vrstvou gelu. [32] 
6.1.4 Elektroforéza v plošném uspořádání 
Plošný nosič je umístěn v komoře nasycené parami rozpouštědla a je napuštěn základním 
elektrolytem. Vzorek bývá nanášen většinou na střed nosiče a po vložení napětí se jednotlivé 
složky oddělí na zóny, které se pohybují různou rychlostí. Separace je ukončena dříve, než 
dojde k příliš  velkému rozšíření zón nebo než první zóna dorazí nakonec. Poloha souvisí 
s druhem nabitých částic, tedy kvalitativně. [34] 
 
Plošné uspořádání je oproti sloupcovému citlivější, lze ho snadno densitometricky 
kvantifikovat, na jednu desku lze nanést více vzorků (porovnání je snazší) a v neposlední řadě 
lze elektroforeogram po usušení skladovat. Mezi nevýhody patří náročnost při přípravě gelů, 
resp. finanční náročnost gelů komerčních. [32] 
 
Plošná elektroforéza se buď provádí horizontálně (gelová deska ve vodorovné poloze) nebo 
vertikálně (deska je kolmo na podložku).  
Horizontální se používá zejména pro SDS-techniky, pro analytickou a preparativní 
elektrofokusaci, dvojrozměrné techniky, pro elektroforézu v polyakrylamidovém a 
agarosovém gelu atd. Vertikální se používá pro kontinuální a diskontinuální PAGE, pro 
elektroforézu v gradientovém gelu, v agarosovém gelu a mnoho dalších. [32] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č.12: Plošné uspořádání [36] 
 
 
Obrázek č.13: Horizontální elektroforézy 
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6.1.5 2D elektroforéza 
Dvourozměrná elektroforéza je v současné době jednou z nejčastějších separačních metod 
proteomiky. [43] Je schopna separovat až 5000 bílkovin v jednom experimentu. Obecně platí, 
že 2-DE je schopna oddělovat proteiny v rozsahu izoelektrického bodu (pI) 3,5-10 a 
molekulárních hmotností v rozmezí 6 až 300 kDa. [44] 
První zmínka o dvourozměrné elektroforéze proteinů přišla na svět v roce 1956, kdy ji popsali 
pánové Smithies a Poulík. V prvním směru použili filtrační papír, v druhé škrobový gel. [45], 
[46] V roce 1964 Raymond uvedl použití PAGE pro dvourozměrnou separaci proteinů. 
Kombinace IEF a PAGE  byla popsána v 70.letech nezávisle několika různými autory. 
Techniku publikovali v roce 1969 Dale a Latner [47] a Macko a Stegemann. Následovalo 
několik modifikací, z nichž ta nejdůležitější, zavedení SDS PAGE jako druhého kroku, 
publikoval Stegemann s kolektivem a Barrett a Gould. [45] V roce 1975 O'Farrell popsal 
použití chaotropů a detergentů pro rozpuštění bílkovin. [48] Metoda dvourozměrné 
elektroforézy se účastnila v 80. letech sestavování proteinových databází. Identifikace 
proteinů pak byla možná až později pomocí nových analytických přístrojů vyvinutých na 
počátku 90.let. [21] 
2 D elekroforéza využívá separaci směsí proteinů podle isolektrického bodu a následně podle 
molekulové hmotnosti bílkovin. Výsledkem je gel s rozdělenými proteiny po celé své ploše. 
[42], [49].  
V prvním kroku dochází k isoelektrické fokusaci (IEF). Po nanesení na proužek  se 
separovaná směs pohybuje v elektrickém proudu v gradientu pH. V prostoru, kde je pH okolí 
rovno isoelektrickému bodu bílkoviny (pI), se látka zastaví a zakoncentruje. V případě 
prostředí s nižším pH než je pI, bude mít kladný náboj (pohybují se ke katodě) a v prostoru 
s vyšším pH záporný a budou směřovat k anodě. Na tvorbu pH gradientu je využíváno směsí 
amfoterních látek (nosičové amfolyty, carrier amphoplytes, CA). Amfolyty bývají nejčastěji 
tvořeny směsí alifatických aminokarboxylových kyselin. [36], [42], [49], [50] Druhou 
možností bývá použití chemicky imobilizovaných pH gradientů (immobilized pH gradients, 
IPG proužky). Jedná se o derivovaný akrylamid na plastové podložce obsahující 
disociovatelné karboxy a aminoskupiny. Reaktivní konec je kopolymerizován 
s akrylamidovou maticí. Jsou 3 až 5 mm široké. [51] Výhodou IPG proužků je jejich stálost, 
trvanlivost (jsou dehydrované), snesou i větší množství analyzovaných bílkovin (až 5 mg) a 
také fakt, že neinterferují s redukčními činidly. [50] Imobilizované enzymy musí mít 
přístupné aktivní místo a vysokou specifickou aktivitu. [27] 
Rozdělené proteiny z proužku jsou v druhém kroku separovány podle své molekulové 
hmotnosti a vznikají tak dvojrozměrné proteinové mapy, v níž každý protein zaujímá 
charakteristickou pozici. [21]  
Příprava vzorku k 2D elektroforéze zahrnuje rozrušení buněk, inaktivaci nebo odstranění 
rušivých látek a solubilizaci. Tyto kroky zajišťují zobrazení většiny proteinů ve vzorku. 
Příprava vzorku by měla být optimalizována podle typu vzorku (buňky, tkáně, tělesné 
tekutiny). Různé metody jsou používány samostatně nebo v kombinaci. [52] 
Pro solubilizaci proteinu při 2D elektroforéze se využívají chaotropní činidla, detergenty, 
redukční činidla a amfolyty. Chaotropy se používají pro narušení vodíkových vazeb a 
elektrostatických interakcí. Nejčastěji se přidává nenabitá močovina, pro imobilizované 
systémy je vhodná také thiomočovina. [27], [50]  Detergenty obalují hydrofobní části bílkovin 
a zvyšují tím jejich rozpustnost (SDS, Triton X-100). Redukční činidla štěpí disulfidické 
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vazby mezi cysteiny (dithiothreitol - DTT, dithioerythritol – DTE, tributyl phosphine - TBP). 
Amfolyty pufrují pH a také zlepšují rozpustnost proteinů. [50] 
Proteiny bývají vizualizovány barvícími technikami, např. stříbrem [53], Coomassie blue 
nebo fluorescenční skvrnou, a jsou extrahovány z gelu. [44], [52] Další možností vizualizace 
proteinů v polyakrylamidovém gelu je tzv. negativní barvení, při kterém zůstane gel 
s proteinem průhledný a pozadí neprůhledné. Vysrážení nerozpustných solí je mnohem 
pomalejší v místech gelu, kde je přítomna bílkovina než v místech gelového pozadí, kde 
působí zinečnaté ionty a urychlí tak srážení dodecyl sulfátu. [54] Dvourozměrná elektroforéza 
bývá také používána před nebo po použití C18 fáze. [44], [55] 
6.2 2D HPLC (hight-performance liquid chromatography) 
6.2.1 Úvod do kapalinové chromatografie 
Klasická kolonová chromatografie využívá gravitační síly pro pohyb mobilní fáze fází 
stacionární. Frakce jsou postupně odebírány a analyzovány jinou metodou, např. 
spektrofotometricky. Pro separaci složitějších směsí je tato metoda prakticky nepoužitelná, 
proto byla v 70. letech vyvinuta vysokoúčinná kapalinová chromatografie (hight-performance 
liquid chromatography, HPLC). 
U HPLC je průtok kolonou zajištěn vysokým tlakem a lze jí analyzovat velké množství látek. 
Jde oddělit jak ionty, látky polární i nepolární, ale také vysokomolekulární látky. [35] 
6.2.2 Principy separace látek v LC 
V kapalinové chromatografii (LC) se využívá adsorpce, iontová výměna, rozdělování na 
základě rozpustnosti (chemicky vázané fáze), biospecifické reakce a síťový efekt. V reálném 
chromatografickém systému se na rozdělování podílí více typů interakcí současně. 
Často je využívána SCX kolona (strong cation exchange) a kolona C18. V prvém případě jde 
zejména o princip rozdělování na základě iontové výměny, v případě kolony C18 
o chromatografii na chemicky vázaných fázích. [35] 
6.2.3 Iontově výměnná chromatografie 
Principem iontové výměny jsou elektrostatické interakce, na nichž má vliv velké množství 
faktorů. Je to zejména velikost a náboj iontu a jeho koncentrace. Dále výměnu ovlivňuje také 
relativní permeabilita prostředí, iontová síla, disociační konstanta a pH mobilní fáze. Může se 
zde uplatňovat také adsorpční síla či hydrofobní reakce. 
Jako stacionární fáze se používají organické polymery a materiály na bázi silikagelu. Tyto 
matrice jsou modifikovány iontově výměnnými skupinami, např. karboxylovou skupinou 
(COOH) jako slabým měničem kationtů, sulfoskupinou (-SO3H), kterou řadíme mezi silné 
měniče kationtů. Slabým měničem aniontů je aminoskupina (-NH2) a silným 
tetraalkylamoniová skupina (-N+(R)3). 
Ionty tlumivých roztoků, které zastupují mobilní fázi, obsahují ionty (protiionty) a 
koncentrace těchto iontů ovlivňuje zadržování iontů měničem a eluci analytů z kolony. 
Iontově výměnná chromatografie je využívána nejen pro látky iontové povahy, silné i slabé 
elektrolyty, které lze na iontovou formu převést, ale také na analýzu aminokyselin a čištění 
proteinů a peptidů. [35] 
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6.2.4 Chromatografie na chemicky vázaných fázích 
Mezi nejpoužívanější stacionární fáze v HPLC patří chemicky vázané fáze. Nejběžnější je 
silikagel. Obsahuje volné silanolové skupiny Si-OH s aktivním H atomem. Ten může být 
nahrazen různými funkčními skupinami (-R). Většina stacionárních fází je siloxanového typu 
Si-O-Si-R. Nejčastější funkční skupinou jsou oktadecylsiloxanové fáze. Nezreagované 
silanolové skupiny interagují s polárními molekulami a způsobují nežádoucí chvostování 
píků. [35] 
6.2.5 HPLC na reverzní fázi RP-HPLC 
Dělí látky na základě různých hydrofobních reakcí s chromatografickým  nosičem obsahující 
hydrofobní skupiny. Jako stacionární fáze je využívána nepolární kapalina s mikročásticemi 
modifikovaného silikagelu s navázaným alkylem o 8 nebo 18 uhlíky. Mobilní fázi představuje 
polární kapalina, např. voda s přídavkem kyseliny triflourooctové. Eluce je prováděna 
gradientem acetonitrilu. Účinnost je ve srovnání s běžnou chromatografií mnohem vyšší. 
Metoda je v posledních letech hojně využívaná k peptidovému mapování. Separované  
peptidy jsou detekovány UV absorbancí, indexem lomu nebo fluorescencí. Výhodné je 
spojení s hmotnostní spektrometrií. [27] 
6.3 Extrakce na tuhou fázi 
Extrakce na tuhou fázi (solid phase extraction, SPE) patří k jednostupňovým metodám, která 
rozdělí analyt mezi dvě nemísitelné fáze. Z kapalné či plynné fáze přechází analyt do fáze 
tuhé. Jako pevná fáze je využívána fáze C-18. ZipTip Micro-C18 jsou 10 µL pipety ideální 
pro soustředění a čištění peptidů, proteinů nebo oligonukleotidů před hmotnostní 
spektrometrií nebo HPLC. [35] 
6.4 Hmotnostní spektrometrie 
Hmotnostní spektrometrie patří mezi analytické separační metody, která umožňuje přesné 
stanovení molekulární hmotnosti atomů, molekul a jejich částí. Je vhodná pro stopovou 
analýzu organických látek a při využívání měkkých ionizačních technik lze využít i k analýze 
proteinů.  
6.4.1 Iontový zdroj 
Funkcí iontového zdroje je převedení látky do ionizovaného stavu. Analyzovat se dají jen 
látky nesoucí náboj, tento krok je tedy nezbytný. V prostoru iontového zdroje dochází 
i k fragmentačním reakcím, proto je důležité určení energetické náročnosti. Podle množství 
dodané energie, kterou potřebujeme k převedení látky do ionizovaného stavu, dělíme techniky 
na tzv. měkké a tvrdé. U měkkých je energetický přebytek malý a pravděpodobnost 
defragmentace je nízká. U techniky tvrdé dodaná energie způsobuje i fragmentaci vzniklého 
iontu. Pro identifikaci bílkovin jsou používány měkké ionizační techniky, kterými jsou např. 
MALDI nebo ESI. [26], [35] 
 
MALDI, neboli Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation, umožňuje odpaření a měkkou 
ionizaci netěkavých biologických vzorků z pevné fáze přímo do plynné. Je vhodná pro 
proteiny, peptidy, DNA nebo polysacharidy. Studovaná látka nebo směs se smíchává na 
kovové podložní desce s tzv. matricí. Tou bývají deriváty nízkomolekulárních aromatických 
kyselin, které mohou absorbovat energii laserového záření ve viditelné nebo blízké 
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ultrafialové oblasti, např. deriváty kyseliny skořicové a benzoové (viz. obr. č.15). [44], [56] 
Matrice napomáhá odpaření a ionizaci vzorku, ale také ho chrání před rozpadem. [57] Po 
ozáření směsných krystalů zábleskem laseru se látky prudce odpaří do vakua. Ionty 
studovaných látek se pak již pohybují samostatně, jsou urychleny stejnosměrným elektrickým 
polem. V tomto uspořádání získává většina molekul náboj + 1 nebo - 1. [26] 
 
 
 
Obrázek č.14: Schéma Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation (MALDI) [26] 
 
 
 
 
Obrázek č.15: Deriváty nízkomolekulárních aromatických kyselin [26] 
6.4.2 Průletový analyzátor 
K nejjednodušším hmotnostním analyzátorům patří průletový analyzátor (TOF, time of 
flight). Je tvořen evakuovanou trubicí, ve které dochází k rozdělení iontů urychlených 
stejnosměrným elektrickým napětím, podle doby letu z iontového zdroje do detektoru. 
Kinetická energie Ekin vystupující z iontového zdroje je stejná [58], ionty však mají odlišnou 
rychlost v. Jejich rychlost závisí na hmotnosti m  
2
2
1
mvEkin = . 
Težší iont se pohybuje pomaleji a dorazí do detektoru později. K dokonalému rozdělení je 
výhodná delší trubice, a aby nemuselo být zařízení příliš rozměrné, do konstrukce bývá 
vložen tzv. reflektron. Jedná se o elektrostatické zrcadlo znásobující průletovou dráhu. 
Reflektron má stejnou elektrickou polaritu jako deska se vzorkem a obrací let iontů směrem 
k druhému detektoru. Navíc zvyšuje přesnost měření soustředěním stejných iontů v duté části 
prstencovitých elektrod. Tento typ analyzátoru požaduje pulzně pracující iontový zdroj. [26], 
[35], [58]. 
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Obrázek č.16.: TOF, reflektron 
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7  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
7.1 Použité přístroje a chemikálie  
7.1.1 Přístroje 
• automatické pipety, Hirschmann, Biohit Proline 
• dialyzační střevo, 10 kDa Sigma Aldrich 
• centrifuga, Eppendorf Concentrator 5301, Hamburg, Německo 
• chladící box 
• chlazená centrifuga, mLw K24 
• kuchyňský vařič, ETA 
• lyofilizátor, Labconco 
• MALDI-TOF/TOF, 4700 Proteomic Analyzer (Applied Biosystems), Nd:YAG laser 
(355 nm) 
• pH metr, Merci 
• polypropylenové špičky ZipTip®, Millipore, C18 
• spektrofotometr, Helios Delta 
• váhy, Scaltec 
• váhy analytické, Boeco 
• termostat, Huber 
• ultrazvuk, Elma S 30H Elmasonic, Merci s.r.o., Česká Republika 
• vortex, Heidolh – Reax Top 
• vodní lázeň 
7.1.2 Chemikálie 
• 4-20% Mini-PROTEAN® TGXTM gel 
• α -CHCA Matrix - 3710 NOHC , LaserBio Labs 
• aceton pro HPLC - 33COCHCH , Lach-Ner, s.r.o Neratovice 
• acetonitril, Merck 
• Commasie Brilliant Blue G-250 
• dithiothreitol, J.T. Baker 
• dodecylsíran sodný –SDS, J.T.Baker 
• ethanol - OHHC 52 , Merci 
• glukosa bezvodá, HiMedia Laboratoriem 
• hovězí sérový albumin, Sigma – Aldrich 
• merkaptofenol, Merck 
• methanol – CH3OH, Merci 
• Folin-Ciocalteuovo činidlo 
• fosfátový pufr, 0,05 M, pH 7,2 
• fosforečnan draselný sekundární - 42HPOK , Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenarseničnan sodný heptahydrát - O7HHAsONa 242 ⋅ , Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenfosforečnan sodný - O12HHPONa 242 ⋅ , Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenuhličitan amonný – NH4HCO3, Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenuhličitan sodný - 3NaHCO , Lachema, n. p. Brno 
• hydroxid sodný - NaOH , Lach-Ner, s.r.o Neratovice 
 34 
• kasein, Sigma – Aldrich 
• kyselina D-galaktopyranuronová (MGA), Genu Pektin, Dánsko 
• kyselina octová - COOHCH3 , Lachema, a.s 
• kyselina sírová - 42SOH , Merci 
• L-tyrosin standard, Sigma – Aldrich 
• molybdenan amonný tetrahydrát - ( ) O4HOMoNH 224724 ⋅ , Lachema, a.s. 
• octanový pufr, pH 4,2 
• octanový pufr, pH 5,4 
• p-nitrofenyllaurát (p-NFL), Fluka 
• polygalakturonová kyselina (PGA), Genu Pektin, Dánsko  
• síran amonný - 424 SO)(NH , Lachema, n. p. Brno 
• síran měďnatý pentahydrát - O5HCuSO 24 ⋅ , Lachema, a.s. 
• síran sodný - 42SONa , Lach-Ner, s.r.o Neratovice 
• sodná sůl karboxymethylcelulosy (CMC), Serva 
• trichloroctová kyselina, Merck 
• uhličitan sodný - 32CONa , Lachema, o. p. Brno 
• vínan sodno-draselný - O4HKNaOHC 2642 ⋅ , Lachema, s. p. Brno 
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7.2 Příprava roztoků 
7.2.1 Somogyi a Nelson 
a) Somogyi I:  
12 g O4HKNaOHC 2642 ⋅ , 16 g 3NaHCO , 18 g 32CONa rozpuštěno ve 200 ml destilované 
vody, 144 g 42SONa  v 600 ml bylo za míchání a zahřívání rozpuštěno ve 600 ml vody. 
Následně byly oba roztoky smíchány. 
b) Somogyi II:  
4 g O5HCuSO 24 ⋅  a 36 g bezvodého 42SONa  bylo rozpuštěno ve 200 ml destilované vody. 
c) Nelson:  
25 g ( ) O4HOMoNH 224724 ⋅  bylo rozpuštěno ve 450 ml destilované vody a poté bylo přidáno 
21 ml koncentrované 42SOH . Po promíchání byl přidán roztok 3 g O7HHAsONa 242 ⋅  v 25 
ml destilované vody. Připravený roztok byl na 48 hodin umístěn do termostatu při teplotě 
37°C. 
7.2.2 0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 
Pro přípravu 0,5% roztoku pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 bylo k 50 ml 
destilované vody za intenzivního míchání postupně přisypáváno 0,5 g PGA. Poté bylo přidáno 
13,2 ml základního roztoku octanu sodného a pH se upravilo kyselinou octovou na pH 4,2. 
Roztok byl v odměrné baňce doplněn destilovanou vodou na 100 ml. 
7.2.3 1% substrát CMC 
Při přípravě 1% roztoku CMC v octanovém pufru o pH 5,4 se ke 40 ml destilované vody za 
intenzivního míchání přisypával postupně 1 g CMC. Poté se přidalo 41,2 ml základního 
roztoku octanu sodného a pH se upravilo kyselinou octovou na pH 5,4. Roztok byl doplněn 
destilovanou vodou na 100 ml. 
7.3 Úprava vzorků 
7.3.1 Úprava pro stanovení enzymových aktivit 
Na úpravu vzorků bylo použito 150 ml tekutého vzorku. Nejprve bylo provedeno srážení 
síranem amonným na 90% saturaci. 93,2 g síranu bylo rozpuštěno v roztoku na magnetické 
míchačce. Po vysrážení byla provedena filtrace a zfiltrovaný vzorek byl vložen do dialyzační 
formy 10 kDa SIGMA ALDRICH, ve kterém byl po dobu 24 hodin. Finální úprava proběhla 
lyofilizací. Jak kapalný roztok, tak suchý vzorek po lyofilizaci byl skladován v ledničce nebo 
chladícím boxu.  
7.3.2 Úprava pro identifikaci proteinů 
Od původního vzorku VA F1 30.9. bylo odebráno 20 ml. K tomuto množství byl přidán 
pětinásobek acetonu a kádinka byla na 8 hodin umístěna a míchána v ledové lázni. Sraženina 
byla stočena na chlazené centrifuze (9 tisíc otáček, 15 min) a byla usušena na vzduchu. 
Pro kontrolní vzorek byl použit lyofilizát VA F1 30.9., který byl rozpuštěn v minimálním 
množství vody a poté k němu bylo přidáno pětinásobné množství acetonu. Vzorek byl na 8 
hodin umístěn do ledové lázně, následně byl stočen na chlazené centrifuze (9 tisíc otáček, 15 
min) a pro další práci byl odebrán roztok nad sraženinou. 
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7.4 Stanovení vybraných enzymových aktivit 
7.4.1 Stanovení pektolytické aktivity – stanovení polygalakturonáz 
Stanovení redukujících cukrů je založeno na redukci vhodného oxidačního činidla 
poloacetalovou skupinou cukrů. Nejpřesnější metody jsou založeny na redukci měďnatých 
sloučenin pomocí Somogyiho činidla následné kolorimetrii barevného komplexu vzniklé 
měďnaté sloučeniny s arsenomolybdenanovým činidlem podle Nelsona. [59] 
Reagenty: 
• Somogyi I a II, Nelson,  
• substrát: 0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2,  
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody. 
Měření: 
Tabulka č.3: Stanovení polygalakturonáz 
 test blank 
Somogyi I + II (4 : 1) - 0,5 
substrát 0,5 % pektan sodný 1,0 1,0 
enzymová suspenze 1,0 - 
inkubace 30 min, 30 °C 
Somogyi I + II (4 : 1) 0,5 - 
reakční směs se zastaví ve vodní lázni 10 min varem 
Nelson 0,5 0,5 
destilovaná voda 3,5 3,5 
spektrofotometrické stanovení přírůstku redukujících skupin při 530 nm 
Kalibrační křivka: 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok kyseliny D-galaktopyranuronové 
o koncentraci 1 µmol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 
1µmol/l. Do zkumavek bylo přidáno 0,5 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1), 
zkumavky byly 10 minut povařeny a následně ochlazeny. Poté byl přidán 1 ml Nelsonova 
činidla. Obsah zkumavek byl zředěn 5 ml destil. vody a promíchán na vortexu. Absorbance 
byla měřena při 530 nm proti blanku, který obsahoval místo vzorku 1 ml octanového pufru. 
Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví za využití kalibrační křivky kyseliny D-galaktopyranuronové 
podle vztahu: 
Vt
fA
a
⋅
⋅
=
530
, 
kde a ... aktivita stanovovaného enzymu ( µ mol/min), 
530A ... absorbance naměřená po třicetiminutové inkubaci enzymu, 
f ... přepočítávací faktor koncentrace redukujících skupin pro absorbanci rovnou 1 ( µ mol/l) 
určený z regresní přímky kalibrační křivky kyseliny D-galaktopyranuronové, 
t ... čas (min), 
V ... objem vzorku braný do reakce (l). 
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7.4.2 Stanovení celulasové aktivity - stanovení redukujících cukrů (Somogyi) 
Stanovení redukujících cukrů je obdobné jako při stanovení pektolytické aktivity. [59] 
Reagenty: 
• Somogyi I a II, Nelson,  
• substrát: 1% roztok CMC v octanovém pufru, pH 5,4, 
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody. 
Měření: 
Tabulka č.4: Stanovení redukujících cukrů 
 test blank 
Somogyi I + II (4 : 1) - 0,5 
substrát 1 % CMC 1,0 1,0 
enzymová suspenze 1,0 - 
inkubace 30 min, 30 °C 
Somogyi I + II (4 : 1) 0,5 - 
reakční směs se zastaví ve vodní lázni 10 min varem 
Nelson 0,5 0,5 
H2O 3,5 3,5 
spektrofotometrické stanovení přírůstku redukujících skupin při 530 nm 
Kalibrační křivka: 
Aktivita enzymu se stanoví spektrofotometricky s využitím kalibrační křivky glukosy při 
530 nm. Pro sestrojení kalibrační křivky glukosy byl použit základní roztok glukosy 
o koncentraci 1 mmol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 
1 mmol/l. Do každé zkumavky bylo poté přidáno po 1 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 
4:1). Zkumavky byly 10 minut povařeny a ochlazeny na laboratorní teplotu. Pak byl přidán 
1 ml Nelsonova činidla a obsah zkumavek byl zředěn 7 ml destilované vody a promíchán. 
Následně byla změřena absorbance při 530 nm proti blanku, který obsahoval místo vzorku 
1 ml destilované vody. 
Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví s využitím kalibrační křivky glukosy. Aktivita enzymu byla 
vypočítána podle vztahu: 
Vt
fA
a
⋅
⋅
=
530
, 
 
kde a ... aktivita stanovovaného enzymu (mmol/min), 
530A ... absorbance naměřená po půlhodinové inkubaci enzymu, 
f ... přepočítávací faktor koncentrace redukujících skupin pro absorbanci rovnou 1 (mmol/l) 
určený z regresní přímky kalibrační křivky glukosy, 
t ... čas (min), 
V ... objem vzorku braný do reakce (l). 
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7.4.3 Stanovení lipolytické aktivity - spektrofotometrická metoda 
Stanovení lipolytické aktivity s využitím p-nitrofenyllaurátu (p-NFL) je založeno na 
schopnosti lipolytických enzymů štěpit tento substrát za vzniku žlutě zbarveného produktu p-
nitrofenolu (p-NF), který je stanoven spektrofotometricky při 420 nm. [60] 
Reagenty:  
• Roztok p-NFL 0,0025 mol/l v ethanolu, 
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml 0,05 mol/l 
fosfátovém pufru, pH 7,2, 
• standard 0,0025 M p-NF, 
• 0,1 M Na2 CO3, 
• fosfátový pufr 0,05 M, pH 7,2. 
Měření: 
Tabulka č.5: Spektrofotometrické stanovení lipolytické aktivity 
 test blank 
substrát 0,0025 M p-NFL 0,1 0,1 
enzymová suspenze 0,65 0,65 
inkubace 37 °C, 30 min 
0,1 M Na2CO3 0,25 0,25 
spektrofotometrické měření při 420 nm 
Kalibrační křivka: 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok p-NF o koncentraci 0,0025 mol/l. 
Z tohoto roztoku byla připravena řada p-NF o koncentracích 0,0005, 0,001, 0,0015, 0,002 a 
0,0025 mol/l. Postupně bylo k těmto koncentracím napipetováno 0,65 ml fosfátového pufru, 
0,25 ml Na2CO3 a 0,5 ml destilované vody. Spektrofotometrické stanovení při 420 nm. 
Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví s využitím kalibrační křivky p-NF. Aktivita enzymu byla 
vypočítána podle vztahu: 
tV
fA
a
⋅
⋅
=
420
, 
 
kde a ... aktivita stanovovaného enzymu (mmol/min), 
420A ... absorbance vypočítaná z regresní přímky,  
f ... přepočítávací faktor koncentrace p-NFL pro absorbanci rovnou 1 (mmol/l) určený 
z regresní přímky kalibrační křivky p-NF, 
t ... čas (min), 
V ... objem vzorku braný do reakce (l). 
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7.4.4 Stanovení proteolytické aktivity – Kunitzova metoda 
Jednotkou proteolytické aktivity je takové množství enzymu, které za daných podmínek 
uvolní za 1 minutu z kaseinu peptidy v množství majícím hodnotu světelné absorbancí při 
280 nm ekvivalentní 1 µmolu tyrosinu. Kunitzova metoda je založena na štěpení kaseinu, 
absorpce uvolněných peptidů s obsahem Tyr a Trp se měří při 280 nm. [61] 
Reagenty: 
• Substrát: kasein, 
• 0,3 M TCA (trichloroctová kyselina), 
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody, 
• 1,1 M L-tyrosin standard, 
• 0,5 M Na2CO3, 
• Folin – Ciocalteuovo činidlo. 
Měření: 
Tabulka č.6: Stanovení proteolytické aktivity 
 test blank 
substrát - kasein 1,0 1,0 
temperance substrátu na 35 °C 
0,3 M TCA - 3,0 
enzymová suspenze 1,0 1,0 
inkubace při 35 °C , 20 min 
0,3 M TCA 3,0 - 
sraženina se nechá usadit asi 1 hodinu, centrifugace 
spektrofotometrické stanovení štěpných produktů při 280 nm 
Kalibrační křivka: 
Kalibrační křivka se provádí na 1,1 mM L – tyrosin standard za pomocí Folin – Ciocalteuovo 
činidla při 660 nm (viz. následující tabulka). 
 
Tabulka č.7: Kalibrační křivka tyrosinu 
 1 2 3 4. blank 
tyrosin 0,05 0,10 0,20 0,40 0,00 
H2O 1,95 1,90 1,80 1,60 2,00 
Na2CO3 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 
F-C činidlo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví s využitím kalibrační křivky L-tyrosinu. 
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7.4.5 Stanovení rozpustných bílkovin 
Princip stanovení spočívá v tom, že se alkalickou hydrolýzou uvolní rozpustné bílkoviny do 
roztoku a v něm se následně detekují biuretovou reakcí, která je založena na tvorbě 
měďnatých komplexů s polypeptidickými řetězci bílkovin. Reakci uskutečňují sloučeniny, 
které mají alespoň dvě peptidické vazby. 
Reagenty: 
• 10 mol/l roztok NaOH, 
• 25% roztok O5HCuSO 24 ⋅ , 
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody. 
Měření: 
K 0,5 ml roztoku NaOH bylo přidáno 0,5 ml enzymové suspenze a 3,5 ml destilované vody. 
Roztok byl nechán 10 min ve vroucí vodní lázni a poté bylo přidáno 0,25 ml O5HCuSO 24 ⋅ . 
Zkumavky byly protřepány na vortexu a vzniklá sraženina odfiltrována. Fialově zabarvený 
filtrát byl pak měřen při 550 nm. Blank tvořily 4 ml destilované vody a 0,5 ml 10 mol/l 
roztoku NaOH. 
Kalibrační křivka: 
Ke stanovení bílkovin byla použita kalibrační křivka sestrojená pomocí hovězího sérového 
albuminu. Do 50 ml odměrné baňky byl nejdříve připraven roztok albuminu o koncentraci 
4 mg/ml. Z něj bylo pak do sedmi zkumavek odpipetováno množství v ml podle následující 
tabulky: 
 
Tabulka č.8: Kalibrační křivka albuminu 
vzorek 1. 2. 3. 4. 5. 6. blank 
albumin (ml) 0,4 0,8 1,2 1,6 2 4 0 
destil. voda (ml) 3,6 3,2 2,8 2,4 2 0 4 
 
Poté bylo přidáno 0,5 ml 10 mol/l roztoku NaOH a zkumavky byly na 10 minut vloženy do 
vroucí vodní lázně. K obsahu bylo připipetováno po 0,25 ml 25% roztoku O5HCuSO 24 ⋅ , 
sraženina roztřepána, zfiltrována a vzorek byl proměřován při vlnové délce 550 nm. 
Kalkulace: 
Rozpustné bílkoviny se stanoví s využitím kalibrační křivky albuminu.  
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7.5 Identifikace proteinů 
Identifikace proteinů z neznámého vzorku je založena na separačních postupech a identifikaci 
pomocí MALDI-TOF. Bílkoviny jsou rozděleny jednorozměrnou (popř. dvourozměrnou) 
gelovou elektroforézou, proteiny jsou vyříznuty z polyakrylamidového gelu, následuje 
promytí gelu, redukce a alkylace, štěpení trypsinem a extrakce proteinů. Výsledné spektrum 
je získáno pomocí hmotnostní spektrometrie. 
 
Obrázek č.17: Schéma separace a identifikace proteinů 
7.5.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) 
Pro elektroforézu byl použit hotový gradientový gel (4-20% Mini-PROTEAN® TGXTM).  
 
Elektrodový pufr: 
3 g TRIS, 14,4 g glycinu + 1 g SDS rozpuštěné v 1 litru destilované vody.  
Vzorkovací pufr: 
2,4 ml roztoku A + 2 ml roztoku B + 3 ml glycerolu + 0,5 ml 2-merkaptoethanolu + 2 ml 
destilované vody + 1 ml roztoku C. 
Roztok A: 3g TRIS rozpuštěno v 50 ml destilované vody, dotitrováno HCl na pH 6,8 
a doplněno na 100 ml destilovanou vodou, roztok B: 10 g SDS, doplněno na 100 ml 
destilovanou vodou, roztok C: 10 mg bromfenolové modři rozpuštěno v 1 ml roztoku A. 
 
Vzorkovací pufr byl smíchán v poměru 19:1 s merkaptofenolem. Standard BioRad Broad 
Range byl smíchán v poměru 15:1 se vzorkovacím pufrem a vzorky se povařily. Vysušené 
vzorky byly rozpuštěny ve 150 µ l vzorkovacího pufru v ultrazvuku, zamíchány na vortexu, 
10 minut povařeny a následovně opět promíchány. Do mezer bylo napipetováno 6-15 µ l 
vzorků a 10 µ l standardů, elektroforéza probíhala při 160 V. 
K barvení bylo použito barvivo Commasie Brilliant Blue G-250. Barvící roztok obsahoval 
0,08% Commasie Brilliant Blue G-250, 8% síran amonný, 1,6% kyselinu fosforečnou a 20% 
methanol. Fixační roztok 12 % TCA trichloroctovou kyselinu (12 g ve 100 ml vody). Do 
misky se 100 ml fixačního roztoku byl vložen gel a byl ponechán 20 až 30 minut na třepačce. 
Následovně byl propláchnut vodou a nechal se barvit přes noc. 
7.5.2 Vyříznutí bandu z polyakrylamidového gelu 
Gelová deska byla promyta vodou (každých 10 minut) a na vyříznutí gelových kousků byl 
použit čistý skalpel. Řez byl proveden co nejblíže bandu, aby se snížilo množství okolního 
gelu. Jako kontrola byl použit gel bez proteinu zhruba stejné velikosti. Vyřezaný kus gelu byl 
přenesen do mikrozkumavky obsahu 1,5 ml. 
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7.5.3 Propláchnutí gelu 
Části gelu byly promyty vodou s acetonitrilem (ACN) v objemovém poměru 1:1, dvakrát po 
15ti minutách. Poté bylo na 15 minut přidáno stejné množství ACN. Po odbarvení gelu byl 
odstraněn acetonitril a následovalo propláchnutí 0,1 M NH4HCO3. Po pěti minutách  bylo 
přidáno stejné množství acetonitrilu a po 15ti minutách inkubace byla odstraněna veškerá 
kapalina. Gel byl sušen ve vakuované odstředivce. 
7.5.4 Redukce a alkylace 
Gelové části byly nabobtnány v 10 mM dithiothreitolu (DTT) v 0,1 M NH4HCO3 a byly 
inkubovány po dobu 45 minut při 56°C. Po ochlazení na pokojovou teplotu a odstranění 
tekutiny byla kapalina rychle nahrazena stejným množstvím 55 mM jodacetamidu v 0,1 M 
NH4HCO3. Inkubace probíhala při pokojové teplotě, ve tmě po dobu třiceti minut. Po 
odstranění rozpuštěného jodacetamidu následovalo promytí gelových částí 0,1 M NH4HCO3 a  
poté acetonitrilem jako v předchozích krocích (kapitola 4.5.3). 
7.5.5 Štěpení trypsinem 
Gelové části byly kompletně vysušeny ve vakuu. Rehydratovaný gel byl štěpen pufrem 
obsahujícím 50 mM NH4HCO3 a 12,5 ng/ µ l trypsinu při 4°C. Pokud byl původně přidaný 
objem absorbován kousky gelu, bylo přidáno více pufru. Po 45 minutách byl odstraněn 
supernatant a byl nahrazen 5-20 µ l téhož pufru bez trypsinu. Během enzymového štěpení 
bylo nutné držet kousky gelu mokré (37°C, přes noc).  
7.5.6 Extrakce peptidů 
Extrakce peptidů z gelu byla provedena přidáním stejného objemu ACN + 0,1% TFA. Po 15 
minutách inkubace v ultrazvuku byla odsána veškerá kapalina a ta se přenesla do čisté 
zkumavky ependorf. Tento postup byl ještě dvakrát zopakován. Obsah zkumavky byl vysušen 
a pro další kroky znova rozpuštěn v 15 µ l 0,1%  TFA. 
7.5.7 Zip Tip™ 
Polypropylenové špičky ZipTip™ (Millipore, C18) jsou částečně naplněné 
chromatografickým médiem sloužícím k purifikaci anebo zakoncentrování peptidů, proteinů 
nebo oligonukleotidů pro hmotnostní spektrometrii, kapalinovou chromatografii, kapilární 
elektroforézu, příp. další analytické metody. Médium je umístěno na samém konci špičky, 
čímž je zajištěn nulový mrtvý objem.  
K aktivaci média byl používán roztok ACN a TFA (2x), následuje výplach 0,1% TFA (2x), 
který byl vypuštěn na savý papír. Poté byl minimálně 10x opakovaně zvolna nasáván a 
vypouštěn vzorek. Během této operace dojde k nasorbování peptidů do chromatografického 
média. Následuje výplach v TFA a eluce peptidů ze špičky pomocí ACN do prázdné a čisté 
zkumavky ependorf. 
7.5.8 Hmotnostní spektrometrie 
Pro analýzu pomocí MALDI-MS bylo nutné smíchání matrice (9,98 mg/ml α-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid, CHCA) a PEP MIX směsí č.1 a v poměru 1:9. Na jednotlivé pozice na 
desce bylo nanášeno 0,4 µ l reálného vzorku a stejné množství matrice. U standardu bylo 
naneseno je 0,8 µ l směsi standardu a matrice. Výsledky analýzy byly porovnány s databází. 
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8  VÝSLEDKY A DISKUZE 
8.1 Stanovení enzymových aktivit 
8.1.1 Srovnání jednotlivých bioplynových stanic 
Tabulka č.9: Očíslování jednotlivých vzorků a naměřené hodnoty aktivit v jednotkách 
µmol/min.mg 
 
vzorek Proteolytická Celulolytická Pektolytická Lipolytická 
1 Pustějov F2 30.9. 79,67 19,80 20,66 18,50 
2 F1 Klokočov 30.9. 82,64 5,48 48,60 17,30 
3 VA reaktor II. 89,12 16,34 22,39 12,00 
4 VA F1 30.9. 85,14 10,26 23,44 11,80 
5 F2 Klokočov 30.9 154,97 27,18 50,71 11,00 
6 VA reaktor I. 118,43 38,50 13,68 11,60 
7 Pustějov F1 41,27 45,57 24,23 8,70 
8 Pustějov F1 30.9. 52,17 12,08 11,59 9,20 
9 VA F2 30.9. 65,06 19,28 15,21 11,10 
 aritmetický průměr 85,39 21,61 25,61 12,36 
 
 
V grafu můžeme pozorovat poměrové zastoupení enzymových aktivit. Pro znázornění byly 
použity střední hodnoty z tabulky č.9. Nadpoloviční většinu (58 %) má aktivita proteolytická 
(85,4 µmol/min.mg), nejmenší aktivitu vykazovaly lipolytické enzymy (v průměru jen 
12,4 µmol/min.mg). 
 
Proteolytická
58%
Pektolytická
18%
Lipolytická
9%
Celulolytická
15%
 
Graf č.1: Poměrové zastoupení jednotlivých enzymových aktivit 
 
V celkovém srovnání jednotlivých vzorků vykazují nejvyšší enzymovou aktivitu zejména 
vzorek č.5 (F2 Klokočov 30.9).  Znázorněné hodnoty dalších vzorků rostlinné biomasy 
ukazuje graf č.2. 
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Graf č.2: Enzymové aktivity vzorků rostlinné biomasy 
8.1.2 Pektolytická aktivita 
Ke stanovení pektolytické enzymové aktivity  bylo využito Nelsonovo a Somogyiho činidlo. 
Stanovení aktivity se zakládalo na kalibrační křivce kyseliny D-galaktopyranuronové. V níže 
uvedeném grafu můžeme porovnat jednotlivé vzorky substrátů. Nejvýraznější pektolytickou 
aktivitu vykazoval vzorek č.2 (F1 Klokočov 30.9.) a vzorek č.5 (F2 Klokočov 30.9). Naopak 
nejnižší hodnota byla stanovena u vzorku č.6 a 8 (VA reaktor I., Pustějov F1 30.9.).  
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Graf č.3: Porovnání pektolytické aktivity jednotlivých enzymových vzorků 
 
8.1.3 Celulolytická aktivita 
Princip stanovení celulolytické aktivity je obdobný jako při stanovení pektolytické aktivity. 
Opět se využívá Somogyiho činidlo a činidlo podle Nelsona. Ke sestavení kalibrační křivky 
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byl požit roztok glukosy. Nepatrná aktivita (5,48 µmol/min.mg) byla naměřena u vzorku č.2 
(F1 Klokočov 30.9.). Nejvyšší aktivita byla naměřena ve vzorku Pustějov F1. U tohoto 
vzorku byla zároveň naměřena nejmenší proteolytická aktivita. 
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Graf č.4: Porovnání celulolytické aktivity jednotlivých enzymových vzorků 
8.1.4 Lipolytická aktivita 
Stanovení lipolytické aktivity je založeno na schopnosti lipolytických enzymů štěpit substrát 
za vzniku žlutě zabarveného produktu p-NF, který je spektrofotometricky stanoven při 
420 nm. Ke sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok p-NF. Lipolytická aktivita 
jednotlivých vzorků se pohybovala v rozmezí 8,7 až 18,5 µmol/min.mg. V porovnání 
s ostatními stanovenými aktivitami byla lipolytická aktivita v nejmenším rozpětí. Z celkového 
zastoupení má lipolytická aktivita pouze 9 % z celku. 
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Graf č.5: Porovnání lipolytické aktivity jednotlivých enzymových vzorků 
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8.1.5 Proteolytická aktivita 
Proteolytická aktivita byla stanovena Kunitzovou metodou. Štěpení kaseinu uvolní peptidy 
s obsahem Tyr a Trp. Měří se absorbance při 280 nm.  
Proteolytická aktivita zaujímá ve vzorcích primární postavení, protože několikanásobně 
převyšuje ostatní naměřené hodnoty (celkem 58 %). Jedná se zejména vzorek č.5 (F2 
Klokočov 30.9), ve kterém byla naměřena aktivita 155 µmol/min.mg. Zajímavý je i vzorek 
č.7 (Pustějov F1), u kterého byla naměřena nejnižší proteolytická aktivita (41 µmol/min.mg), 
ale zároveň nejvyšší celulolytická aktivita (45 µmol/min.mg). 
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Graf č.6: Porovnání proteolytické aktivity jednotlivých enzymových vzorků 
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8.2 MALDI-TOF-TOF MS identifikace proteinů degradující biomasu 
8.2.1 Gelová elektroforéza 
Prvním krokem k identifikaci proteinů byla elektroforéza v polyakrylamidovém gelu. Pro 
tento účel byl použit komerčně připravený gradientový gel Mini-PROTEAN® TGXTM 
(BioRad). Pro snadnější následné štěpení enzymem a extrakci byl vzorek nanesen hned 4 krát 
(běh č.1 až 4). V levém běhu byl standard. Označení bandů, které byly vyřezávány z gelu jsou 
znázorněny na obrázku č.18. Celkově bylo odseparováno 25 bandů a blank, který byl odřezán 
z pravého horního rohu v místě nad jamkou. Výrazné bandy standardu měly molekulovou 
hmotnost 200 (rabbit myosin), 116 (E. Coli β -galactosidase), 97 (rabbit phosphorylase b), 66 
(bovine serum albumin), 45 (chicken ovalbumin), 31 (bovine carbonic anhydrase), 21,5 
(soybean trypsin inhobitor), 14,4 (chicken lysozyme) a 6,5 (bovine aprotinin) kDa. [63] 
 
 
Obrázek č.18: PAGE gel po gelové elektroforéze 
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Ze získaného gelu byly odměřeny vzdálenosti jednotlivých bandů standardu od startu a 
celková vzdálenost gelu (dye front). Z poměru přiřazených hodnot byla vypočtena hodnota Rf 
(relative migration distance). Grafické provedení závislosti log Mr = f(Rf) je znázorněno 
v grafu č.7. 
Závislost log Mr na Rf
y = -1,6564x + 2,6675
R2 = 0,9964
0
0,5
1
1,5
2
2,5
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Rf
Lo
g 
(M
r)
 
Graf č.7: Závislost logaritmu molekulové hmotnosti na Rf 
 
Pro výpočet Mr neznámých vzorků byla využita rovnice regresní přímky  
y = -1,6564x + 2,6675, 
do které nebyly zahrnuty poslední dva bandy standardu o velikosti 14 a 6,5 Da, a to z důvodu 
jejich nelinearity. Pro následující vyhodnocení tato korekce neměla vliv, protože z tého 
oblasti už nebyl vyřezán žádný band. Přehled vypočtených molekulových hmotností 
jednotlivých neznámého vzorku je uveden v tabulce č.10. [62] 
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Tabulka č.10: Molekulové hmotnosti jednotlivých bandů neznámého vzorku 
band vzdálenost (cm) Rf Log Mr Mr (kDa) 
1 3,3 0,17 2,38 239,80 
2 5,7 0,30 2,17 148,12 
3 7,2 0,38 2,04 109,61 
4 6,3 0,33 2,12 131,32 
5 7,7 0,41 2,00 99,15 
6 8 0,42 1,97 93,35 
7 8,7 0,46 1,91 81,11 
8 9 0,47 1,88 76,37 
9 9,4 0,49 1,85 70,48 
10 9,5 0,50 1,84 69,08 
11 10 0,53 1,80 62,48 
12 11,2 0,59 1,69 49,11 
13 11,6 0,61 1,66 45,32 
14 12 0,63 1,62 41,82 
15 12,4 0,65 1,59 38,60 
16 12,7 0,67 1,56 36,34 
17 13,3 0,70 1,51 32,22 
18 13,5 0,71 1,49 30,95 
19 13,7 0,72 1,47 29,73 
20 13,9 0,73 1,46 28,56 
21 14,2 0,75 1,43 26,89 
22 14,5 0,76 1,40 25,32 
23 15,1 0,79 1,35 22,45 
24 15,8 0,83 1,29 19,50 
25 16,4 0,86 1,24 17,29 
8.2.2 MALDI-TOF/TOF 
Po redukci, alkylaci, štěpení trypsinem, extrakci a ZipTip® byly vzorky míchány s matricí 
přímo na MALDI destičce v poměru 1:1. Pro vzorky peptidů byla jako matrice použita 
kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová (CHCA; 8 mg/ml v ACN/0.1% TFA – 1/1; v/v). Do 
pozic Cal 1.-6. byla nanesena směs standardu a matrice. Tato směs byla nanesena taktéž do 
pozic A13, B13, C13, D13, E13, F13, G13 a H13. Reálné vzorky (1-25) a blank byly 
nanášeny vždy do čtyř spotů podle následující tabulky.  
 
Tabulka č.11: Nanášení vzorku na desku MALDI 
vzorek pozice vzorek pozice vzorek pozice 
blank A1-A4 8 B10,B12-B14 16 C20-C24 
1 A5-A8 9 B15-B18 17 C25,D1-D3 
2 A9-A12 10 B19-B22 18 D4-D7 
3 A14-A17 11 B23,24,C1,C2 20 D8-D11 
4 A18-A21 12 C3-C6 21 D12,D14-D16 
5 A22-B1 13 C7-C10 22 D17-D20 
6 B2-B5 14 C11,C12,C14,C15 25 D21-D24 
7 B6-B9 15 C16-C19     
Vzorky 18, 23 a 24 nebyly pro špatné uzavření během použití ultrazvuku dále zpracovávány. 
 
Měření MS spekter bylo provedeno pomocí spektrometru 4700 Proteomic Analyzer (Applied 
Biosystems) vybaveným Nd:YAG laserem (335 nm) a TOF/TOF  analyzérem. 
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Naměřená spektra byla zpracována s využitím softwaru 4000 Data Explorer 3.6 (Applied 
Biosystems) a proteiny byly identifikovány s využitím vyhledávacího nástroje MASCOT a 
databáze NCBInr. [64] Nastavení parametrů pro vyhodnocení je znázorněno na obrázku č.19. 
 
 
Obrázek č.19: Nastavení parametrů proMS/MS vyhledávání 
 
V záhlaví tabulky je uvedeno, který band byl podroben analýze. Dále je uvedena vypočítaná 
hmotnost proteinu, jeho název, skóre a identifikované sekvence. 
Skóre proteinu udává spolehlivost identifikace. Pro spolehlivou identifikaci je třeba, aby 
hodnota skóre převyšovala určitou hodnotu, která závisí na použitém algoritmu a databázi 
sekvencí. 
Pro přehlednost jsou tyto přehledy umístěny do tabulek v sekci 13 Přílohy.  
8.2.3 Identifikované enzymy ovlivňující degradaci rostlinné biomasy 
Enzymům získaným MALDI-TOF/TOF, které mají svou funkci v rozkladu rostlinného 
materiálu, je v této kapitole věnována zvláštní pozornost. K vybraným enzymům jsou 
uvedeny následující údaje: 
číslo bandu, ze kterého byly izolovány, EC  (Enzyme Commision number) enzymu, 
proteinové skóre, udávající stupeň příslušnosti příslušného proteinu, modelový organismus, 
alternativní názvy enzymu a jeho funkce v organismu. NCBI  je jednoznačný identifikátor 
zdroje organismu. 
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Band Protein EC Organismus Skóre 
5 Exopolygalakturonasa prekursor 3.2.1.67 Zea mays 37 
  
Alternativní názvy: Galakturan 1,4-α-galakturonidasa, Pektinasa 
NCBI: 4577 
Funkce: Polygylakturonasy náhodně katalyzují hydrolýzu 1,4-α-D-galakturonové vazby 
v pektinech a dalších galakturonásách. 
 
((1-4)-α-D-galakturonid)(n) + H2O = ((1-4)-α-D-galakturonid)(n-1) + D-galakturonát [65]  
 
Tabulka č.12: Identifikované sekvence exopolygalakturonasy 
Identifikované sekvence Mr 
LCTANGASKVTVK + Carbamidomethyl (C)[2] 1348.65 
FFHMNMYKCK + Carbamidomethyl (C)[9] 1405.7279 
SKDNDAKASGPGGSFDITK 1894.9945 
VDNLVITGKGKLDGQGPAVWSK 2282.1589 
IPCTGVTMDDVNIKYSGTNNK + Carb (C)[3], Ox (M)[8] 2343.0662 
IHYENIKMEDSGYPIIIDMK + Oxidation (M)[8,19] 2441.1577 
MACIDNAMRALFLLALFCVVHGEK + Carb (C)[3,18], Ox (M)[1] 2795.426 
 
Tabulka č.13: Sekvence exopolygalakturonasy (410 AMK) [65]  
        10         20         30         40         50         60  
MACIDNAMRA LFLLALFCVV HGEKAKSKDN DAKASGPGGS FDITKLGASG NGKTDSTKAV  
 
        70         80         90        100        110        120  
QEAWASACGG TGKQTILIPK GDFLVGPLNF TGPCKGDVTI QVNGNLLATT DLSQYKDHGN  
 
       130        140        150        160        170        180  
WIEILRVDNL VITGKGKLDG QGPAVWSKNS CVKKYDCKIL PNSLVMDFVN NGEVSGITLL  
 
       190        200        210        220        230        240  
NSKFFHMNMY KCKDMLIKDV NVTAPGDSPN TDGIHMGDSS GVTITNTVIG VGDDCISIGP  
 
       250        260        270        280        290        300  
GTSKVNITGV TCGPGHGISI GSLGRYKDEK DVTDINVKDC TLKKTANGVR IKAYEDAASV  
 
       310        320        330        340        350        360  
LTASKIHYEN IKMEDSGYPI IIDMKYCPNK LCTANGASKV TVKDVTFKNI TGTSSTPEAV  
 
       370        380        390        400        410  
NLLCTAKIPC TGVTMDDVNI KYSGTNNKTM AVCKNAKGSA KGCLKELACF  
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Obrázek č.20: MALDI-MS spektrum identifikované exopolygalakturonasy (Zea mays) 
s vyznačenými nalezenými peptidy – A a příklad fragmentačního spektra vybraného peptidu 
m/z 1405.7258 FFHMNMYKCK - B 
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Band Protein EC  Zdroj skore 
6 Leucin aminopeptidasa 1, chloroplast prekursor 3.4.11.1  Solanum lycopersicum 35 
 
Alternativní názvy: Leucyl aminopeptidasa 1 
NCBI: 4081 
Funkce: Leucin aminopeptidasy představují různorodou sadu exopeptidas, které katalyzují 
hydrolýzu leucinu  z N-terminálního konce proteinů a peptidů [65], [66] 
 
Tabulka č.14: Identifikované sekvence leucin aminopeptidasy 1 
Identifikované sekvence Mr 
KIKYAEHVCAGVILGR + Carbamidomethyl (C)[9] 1813.9753 
IELMKNDMGGAAAVLGAAK + Oxidation (M)[4,8] 1891.8905 
KNATGYGVSTLVEWVLR 1892.8787 
SRIELMKNDMGGAAAVLGAAK + Oxidation (M)[6] 2119.061 
NDMGGAAAVLGAAKALGEIRPSR 2225.1938 
DTAVVQWQGDLLAIGATENDMAR + Oxidation (M)[21] 2490.2971 
PSRVEVHFIVAACENMISAEGMR + Carb (C)[13], Ox (M)[16] 2619.3582 
LWRMPMEESYWESMKSGVADMINTGPGNGGAITGALFLK 4245.2202 
 
Tabulka č.15: Sekvence leucin aminopeptidasy 1 (571 AMK) [65]  
 
        10         20         30         40         50         60  
MATLRVSSLF ASSSSSLHSN PSVFTKYQSS PKWAFSFPVT PLCSKRSKRI VHCIAGDTLG  
 
        70         80         90        100        110        120  
LTRPNESDAP KISIGAKDTA VVQWQGDLLA IGATENDMAR DENSKFKNPL LQQLDSELNG  
 
       130        140        150        160        170        180  
LLSAASSEED FSGKSGQSVN LRFPGGRITL VGLGSSASSP TSYHSLGQAA AAAAKSSQAR  
 
       190        200        210        220        230        240  
NIAVALASTD GLSAESKINS ASAIATGVVL GSFEDNRFRS ESKKSTLESL DILGLGTGPE  
 
       250        260        270        280        290        300  
IERKIKYAEH VCAGVILGRE LVNAPANIVT PAVLAEEAKK IASTYSDVIS VNILDAEQCK  
 
       310        320        330        340        350        360  
ELKMGAYLAV AAAATENPPY FIHLCFKTPT KERKTKLALV GKGLTFDSGG YNLKVGARSR  
 
       370        380        390        400        410        420  
IELMKNDMGG AAAVLGAAKA LGEIRPSRVE VHFIVAACEN MISAEGMRPG DIVTASNGKT  
 
       430        440        450        460        470        480  
IEVNNTDAEG RLTLADALIY ACNQGVEKII DLATLTGAIM VALGPSVAGA FTPNDDLARE  
 
       490        500        510        520        530        540  
VVEAAEASGE KLWRMPMEES YWESMKSGVA DMINTGPGNG GAITGALFLK QFVDEKVQWL  
 
       550        560        570  
HLDVAGPVWS DEKKNATGYG VSTLVEWVLR N  
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Band Protein   EC Zdroj Skóre 
10 Pektinesterasa 1 3.1.1.11 Solanum lycopersicum 57 
 
Alternativní názvy: Pektin methylesterasa 1 
NCBI: 4081 
Funkce: Pektinesterasa může hrát roli v metabolismu buněčné stěny během růstu ovoce a 
vývoje zrání a je užitečná při přípravě buněčné stěny během zrání ovoce.  
 
Pektin + n H2O = n methanol + pektát [65] 
 
Tabulka č.16: Identifikovaná sekvence  pektinesterasy 1 
Identifikované sekvence Mr 
MNLMIVGDGMYATTITGSLNVVDGSTTFR + 2 Ox (M)[1,10] 3095.6310 
 
Tabulka č.17: Sekvence pektinesterasy 1  (546 AMK) [65]  
 
        10         20         30         40         50         60  
MANPQQPLLI KTHKQNPIIS FKILSFVITL FVALFLVAPY QVEIKHSNLC KTAQDSQLCL  
 
        70         80         90        100        110        120  
SYVSDLISNE IVTTESDGHS ILMKFLVNYV HQMNNAIPVV RKMKNQINDI RQHGALTDCL  
   
     130        140        150        160        170        180  
ELLDQSVDFA SDSIAAIDKR SRSEHANAQS WLSGVLTNHV TCLDELDSFT KAMINGTNLE  
   
     190        200        210        220        230        240  
ELISRAKVAL AMLASLTTQD EDVFMTVLGK MPSWVSSMDR KLMESSGKDI IANAVVAQDG  
   
     250        260        270        280        290        300  
TGDYQTLAEA VAAAPDKSKT RYVIYVKRGT YKENVEVASN KMNLMIVGDG MYATTITGSL  
   
     310        320        330        340        350        360  
NVVDGSTTFR SATLAAVGQG FILQDICIQN TAGPAKDQAV ALRVGADMSV INRCRIDAYQ  
   
     370        380        390        400        410        420  
DTLYAHSQRQ FYRDSYVTGT VDFIFGNAAV VFQKCQLVAR KPGKYQQNMV TAQGRTDPNQ  
  
      430        440        450        460        470        480  
ATGTSIQFCN IIASSDLEPV LKEFPTYLGR PWKEYSRTVV MESYLGGLIN PAGWAEWDGD  
 
       490        500        510        520        530        540  
FALKTLYYGE FMNNGPGAGT SKRVKWPGYH VITDPAKAMP FTVAKLIQGG SWLRSTGVAY  
 
      
VDGLYD 
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Band Protein  EC Zdroj skore 
11 26S protease regulatory subunit 7   Spinacia oleacera 43 
 
Alternativní názvy: 26S proteasome AAA-ATPase subunit RPT1, 26S proteasome subunit 7, 
Regulatory particle triple-A ATPase subunit 1 
NCBI: 3562 
Funkce: 26S proteázy se účastní ATP-dependentní degradace ubiquinátních regulačních 
bílkovin (nebo ATPázy). Účastní se katabolických procesů bílkovin. [65]  
 
Tabulka č.18: Identifikované sekvence 26S proteasy 
Identifikované sekvence Mr 
TMNCERDIR + Carbamidomethyl (C)[4], Oxidation (M)[2] 1210.5861 
AVANRTDACFIR + Carbamidomethyl (C)[9] 1393.7151 
FDDGVGGDNEVQR 1407.7078 
MVRELFQMARSK + Oxidation (M)[1] 1511.8109 
MREVVELPMLHPEK 1707.826 
FELLARLCPNSTGADIR + Carbamidomethyl (C)[8] 1932.9814 
QMMQEEQPLQVARCTK Carbamidomethyl (C)[14], Oxidation (M)[2,3] 2008.9862 
YVGEGARMVRELFQMAR 2013.1012 
FVVGLGDKVSPTDIEEGMR 2049.0159 
VLMATNRPDTLDPALLRPGR 2206.1072 
VEFGLPDLEGRTQIFKIHTR 2356.2073 
 
 
Tabulka č.19: Sekvence 26S protease regulatory subunit 7 (426 AMK), 47,719 Da [65]  
 
        10         20         30         40         50         60  
MAIEHEDDLK DEKNPRPLDE DDIALLKTYG LGPYSASIKK VEKEIKDMSK KVNDLIGIKE  
 
        70         80         90        100        110        120  
SDTGLAAPSQ WDLVSDKQMM QEEQPLQVAR CTKIINPNTE DAKYVINVKQ IAKFVVGLGD  
  
       130        140        150        160        170        180  
KVSPTDIEEG MRVGVDRNKY QIQIPLPPKI DPSVTMMTVE EKPDVTYNDV GGCKEQIEKM  
   
       190        200        210        220        230        240   
REVVELPMLH PEKFVKLGID PPKGVLCYGP PGTGKTLLAR AVANRTDACF IRVIGSELVQ  
   
       250        260        270        280        290        300  
KYVGEGARMV RELFQMARSK KACIVFFDEV DAIGGARFDD GVGGDNEVQR TMLEIVNQLD  
 
       310        320        330        340        350        360  
GFDARGNIKV LMATNRPDTL DPALLRPGRL DRKVEFGLPD LEGRTQIFKI HTRTMNCERD  
 
       370        380        390        400        410        420  
IRFELLARLC PNSTGADIRS VCTEAGMYAI RARRKTVTEK DFLDAVNKVI KGYQKFSATP  
 
 
KYMVYN  
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Band Protein  EC Zdroj Skóre 
12 β-galaktosidasa 3.2.1.23 Brassica oleracea 50 
 
Alternativní název: laktasa 
NCBI: 3712 
Funkce: β-galaktosidasa patří mezi hydrolázy. Jedná se o enzym, který katalyzuje reakci 
hydrolýzy, tedy přidávání vodíku a hydroxylových iontů vody na molekulu, s jejím 
následným rozdělením na dvě nebo více příslušných molekul. Zároveň můžeme β-
galaktosidasu zařadit do skupiny glykosidáz. Glykosidázy atakují glykosidické vazby 
v glykoproteidech sacharidů a glykolipidů. β-galaktosidasa katalyzuje odštěpení 
galaktosového zbytku z neredukovatelného konce oligosacharidů. [65] 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č.21: Reakce katalyzovaná β -galaktosidasou 
 
Tabulka č.20: Identifikované sekvence β-galaktosidasy 
Identifikované sekvence Mr 
VHLDKKDPIWSR 1493.755 
FIKTIQSAGLYSVLR 1695.8945 
AHEHNKVELSCNNR + Carbamidomethyl (C)[11] 1707.8071 
LPADRMLSWYKANFK + Oxidation (M)[6] 1855.9989 
GHNTITLFEEMGGDPSMVK 2063.0342 
GKDYNVPAWSVSVLPDCDK + Carbamidomethyl (C)[17] 2150.103 
FRTINPGFMNEMQNFTTK  + Oxidation (M)[9] 2192.1462 
VVAKECVGKLNCTMNVSSHK + Carbamidomethyl (C)[6,12] 2261.1506 
IGLNGFNHKLFSMKSAGHHHR + Oxidation (M)[13] 2404.2146 
LNCTMNVSSHKFGSNLDCGDSPK + Carb (C)[3,18], Ox (M)[5] 2584.29 
DVTNDASDYLWYMTRVHDVTNDASDYLWYMTRVHLDKK + Ox 
(M)[13] 2586.2803 
DPIWSRNMSLRVHSNAHVLHAYVNGK + Ox (M)[8] 3017.6345 
 
Tabulka č.21: β-galaktosidasa (828 AMK), 93,019 Da [65]  
 
       10         20         30         40         50         60  
MKMKQFNLLS LFLILITSFG SANSTIVSHD ERAITIDGQR RILLSGSIHY PRSTSDMWPD  
  
       70         80         90        100        110        120  
LISKAKDGGL DTIETYVFWN AHEPSRRQYD FSGNLDLVRF IKTIQSAGLY SVLRIGPYVC  
   
     130        140        150        160        170        180  
AEWNYGGFPV WLHNMPDMKF RTINPGFMNE MQNFTTKIVN MMKEESLFAS QGGPIILAQI  
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       190        200        210        220        230        240  
ENEYGNVISS YGAEGKAYID WCANMANSLD IGVPWIMCQQ PHAPQPMIET CNGFYCDQYK  
 
       250        260        270        280        290        300  
PSNPSSPKMW TENWTGWFKN WGGKHPYRTA EDLAFSVARF FQTGGTFQNY YMYHGGTNFG  
 
       310        320        330        340        350        360  
RVAGGPYITT SYDYDAPLDE YGNLNQPKWG HLKQLHTLLK SMEKPLTYGN ISTIDLGNSV  
 
       370        380        390        400        410        420  
TATVYSTNEK SSCFIGNVNA TADALVNFKG KDYNVPAWSV SVLPDCDKEA YNTARVNTQT  
  
       430        440        450        460        470        480  
SIITEDSCDE PEKLKWTWRP EFTTQKTILK GSGDLIAKGL VDQKDVTNDA SDYLWYMTRV  
 
       490        500        510        520        530        540  
HLDKKDPIWS RNMSLRVHSN AHVLHAYVNG KYVGNQIVRD NKFDYRFEKK VNLVHGTNHL  
 
       550        560        570        580        590        600  
ALLSVSVGLQ NYGPFFESGP TGINGPVKLV GYKGDETIEK DLSKHQWDYK IGLNGFNHKL  
 
       610        620        630        640        650        660  
FSMKSAGHHH RKWSTEKLPA DRMLSWYKAN FKAPLGKDPV IVDLNGLGKG EVWINGQSIG  
 
       670        680        690        700        710        720  
RYWPSFNSSD EGCTEECDYR GEYGSDKCAF MCGKPTQRWY HVPRSFLNDK GHNTITLFEE  
 
       730        740        750        760        770        780  
MGGDPSMVKF KTVVTGRVCA KAHEHNKVEL SCNNRPISAV KFASFGNPSG QCGSFAAGSC  
 
       790        800        810        820  
EGAKDAVKVV AKECVGKLNC TMNVSSHKFG SNLDCGDSPK RLFVEVEC  
 
 
 
A  
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Obrázek č.22: MALDI-MS spektrum identifikované beta-galaktosidasy (Brassica oleracea) 
s vyznačenými nalezenými peptidy – A a příklad fragmentačního spektra vybraného peptidu 
m/z 1855.9989  LPADRMLSWYKANFK - B 
 
 
Band Protein  EC Zdroj Skóre 
16 Expansin-B1 (fragment)   Pseudotsuga menziesii  22 
 
Alternativní jména: β-expansin-1 
NCBI: 3357 
Funkce: Podílí se na vytváření, organizaci, vytváření a degradaci buněčné stěny. Může vést 
k uvolnění a rozšíření stěny rostlinných buněk tím, že naruší nekovalentní vzaby  mezi 
celulosou a glukany. [65] 
 
Tabulka č.22: Identifikované sekvence expansin-B1 
Identifikované sekvence Mr 
AGASAKVVAMLLSLQGPTSLR 2069.0410 
 
Tabulka č.23: Expansin-B1 (28 AMK), 2,803 Da [65]  
 
        10         20  
MAGASAKVVA MLLSLQGPXS LRMVSESG  
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Band Protein  EC Zdroj Skóre 
17 Glukan endo-1,3-β-glukosidase GV 3.2.1.39 Hordeum vulgare 37 
 
Alternativní názvy: (1-3)-β-glukan enhydrolasa GV, (1-3)-β-glukanasa, β-1,3-endoglukanasa 
GV  
NCBI: 4513 
Funkce: Z molekulárního hlediska patří protein mezi glykosidasy, přesněji má glukan endo-
1,3-β-D-glukosidasovou aktivitu. Katalyzuje hydrolýzu 1,3-β-D-glykosidových vazeb na 1,3- 
β-glukany. 
Může poskytnout určitou míru ochrany proti mikrobiálním napadení naklíčeného zrna 
ječmene i přes jeho schopnost rozkládat houbové polysacharidy buněčné stěny. [65] 
 
Tabulka č.24: Identifikované sekvence glukan endo-1,3-β-glukosidasy 
Identifikované sekvence Mr 
FDVITNSFPPSSGVFR 1769.8979 
KPGDEVERNFGLFFPNK 1993.9808 
MGAVHGVCYGMVGDNLPSR + Carbamidomethyl (C)[8], Oxidation 
(M)[1,11] 2051.9968 
VVVSESGWPSAGGFGASVENAR 2163.0718 
NIHAMRIYNPDQEALTALR 2226.1567 
 
Tabulka č.25: Glukan endo-1,3-β-glukosidasa (316 AMK), 34,414 Da [65] 
 
        10         20         30         40         50         60   
MGAVHGVCYG MVGDNLPSRS DVVQLYKSRN IHAMRIYNPD QEALTALRGS GIFLILDVGG  
 
        70         80         90        100        110        120  
VDEVRRLGRD PSYAAGWVRS NVQAYYPDVL IRYIAVGNEV PAGDTGIILL AMQNVHNALA  
 
       130        140        150        160        170        180  
SANLSSSIKV STAVRFDVIT NSFPPSSGVF RDPSGLVPIA RFLDSTGAPF LANVYPYFAY  
 
       190        200        210        220        230        240  
RDDRGQNIRL NYATLQPGTT VRDNGNGLTY TSLFDAMVDS IYAALEKAGT PNVRVVVSES  
 
       250        260        270        280        290        300  
GWPSAGGFGA SVENARNYNQ GLIDHIRSGT PKRPGAIETY IFAMFNENRK PGDEVERNFG  
 
       310  
LFFPNKQPVY PTTFPN  
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Band Protein   Zdroj Skóre 
21 Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon TNT 1-94 Nicotiana tabacum 35 
  Zahrunuje následující tři domény:  EC     
  1. Protease 3.4.23.-     
  2. Reverse transcriptase 2.7.7.49     
  3. Endonuclease       
 
Alternativní názvy: (1-3)-β-glukan enhydrolasa, β-1,3-endoglukanasa 
NCBI: 4097 
Funkce: Molekulární funkce proteinu jsou velmi rozmanité. Krom lytických vlastností, jako je 
asparagová endopeptidázová aktivita, kdy probíhá hydrolýza vnitřních α peptidových vazeb 
v polypeptidu a katalýzy hydrolýzy esterových vazeb v rámci nukleových kyselin, selektivně 
reaguje s DNA a katalyzuje následující reakci: 
DNA (n) + deoxynukleosid trifosfáty = DNA (n+1) + difosfát [65] 
 
Tabulka č.26: Identifikované sekvence 
Identifikované sekvence Mr 
YKARLVVK 976.5602 
SERPRVESR 1115.5814 
EQRTKLDDK 1132.606 
KHMVCKLNK + Carbamidomethyl (C)[5] 1157.6211 
KMCPTTVEEK Carbamidomethyl (C)[3], Oxidation (M)[2] 1238.6309 
VLDVDSKKPDTMK 1475.8058 
LNKSLYGLKQAPR 1487.78 
EFEEYCSSHGIR + Carbamidomethyl (C)[6] 1513.7585 
RYPSTEYVLISDDR 1713.8767 
DLFCRYVAGDFGTVK + Carbamidomethyl (C)[4] 1747.8608 
PDTMKAEDWADLDER 1791.7703 
QAPRQWYMKFDSFMK 1963.043 
VLKISTNENPADMLTKVVPR 2225.1924 
SFDMKDLGPAQQILGMKIVR + Oxidation (M)[4] 2263.1777 
LQKCVALSTTEAEYIAATETGK + Carbamidomethyl (C)[4] 2383.9927 
NQLMKAMQEEMESLQKNGTYK 2501.29 
 
Tabulka č.27 Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon TNT 1-94 (1328 AMK), 
151,077 Da [65] 
 
 
        10         20         30         40         50         60  
MSGVKYEVAK FNGDNGFSTW QRRMRDLLIQ QGLHKVLDVD SKKPDTMKAE DWADLDERAA  
 
        70         80         90        100        110        120  
SAIRLHLSDD VVNNIIDEDT ARGIWTRLES LYMSKTLTNK LYLKKQLYAL HMSEGTNFLS  
 
       130        140        150        160        170        180  
HLNVFNGLIT QLANLGVKIE EEDKAILLLN SLPSSYDNLA TTILHGKTTI ELKDVTSALL  
 
       190        200        210        220        230        240  
LNEKMRKKPE NQGQALITEG RGRSYQRSSN NYGRSGARGK SKNRSKSRVR NCYNCNQPGH  
 
       250        260        270        280        290        300  
FKRDCPNPRK GKGETSGQKN DDNTAAMVQN NDNVVLFINE EEECMHLSGP ESEWVVDTAA  
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       310        320        330        340        350        360  
SHHATPVRDL FCRYVAGDFG TVKMGNTSYS KIAGIGDICI KTNVGCTLVL KDVRHVPDLR  
 
       370        380        390        400        410        420  
MNLISGIALD RDGYESYFAN QKWRLTKGSL VIAKGVARGT LYRTNAEICQ GELNAAQDEI  
 
       430        440        450        460        470        480  
SVDLWHKRMG HMSEKGLQIL AKKSLISYAK GTTVKPCDYC LFGKQHRVSF QTSSERKLNI  
 
       490        500        510        520        530        540  
LDLVYSDVCG PMEIESMGGN KYFVTFIDDA SRKLWVYILK TKDQVFQVFQ KFHALVERET  
 
       550        560        570        580        590        600  
GRKLKRLRSD NGGEYTSREF EEYCSSHGIR HEKTVPGTPQ HNGVAERMNR TIVEKVRSML  
 
       610        620        630        640        650        660  
RMAKLPKSFW GEAVQTACYL INRSPSVPLA FEIPERVWTN KEVSYSHLKV FGCRAFAHVP  
 
       670        680        690        700        710        720  
KEQRTKLDDK SIPCIFIGYG DEEFGYRLWD PVKKKVIRSR DVVFRESEVR TAADMSEKVK  
 
       730        740        750        760        770        780  
NGIIPNFVTI PSTSNNPTSA ESTTDEVSEQ GEQPGEVIEQ GEQLDEGVEE VEHPTQGEEQ  
 
       790        800        810        820        830        840  
HQPLRRSERP RVESRRYPST EYVLISDDRE PESLKEVLSH PEKNQLMKAM QEEMESLQKN  
 
       850        860        870        880        890        900  
GTYKLVELPK GKRPLKCKWV FKLKKDGDCK LVRYKARLVV KGFEQKKGID FDEIFSPVVK  
 
       910        920        930        940        950        960  
MTSIRTILSL AASLDLEVEQ LDVKTAFLHG DLEEEIYMEQ PEGFEVAGKK HMVCKLNKSL  
 
       970        980        990       1000       1010       1020  
YGLKQAPRQW YMKFDSFMKS QTYLKTYSDP CVYFKRFSEN NFIILLLYVD DMLIVGKDKG  
 
      1030       1040       1050       1060       1070       1080  
LIAKLKGDLS KSFDMKDLGP AQQILGMKIV RERTSRKLWL SQEKYIERVL ERFNMKNAKP  
 
      1090       1100       1110       1120       1130       1140  
VSTPLAGHLK LSKKMCPTTV EEKGNMAKVP YSSAVGSLMY AMVCTRPDIA HAVGVVSRFL  
 
      1150       1160       1170       1180       1190       1200  
ENPGKEHWEA VKWILRYLRG TTGDCLCFGG SDPILKGYTD ADMAGDIDNR KSSTGYLFTF  
 
      1210       1220       1230       1240       1250       1260  
SGGAISWQSK LQKCVALSTT EAEYIAATET GKEMIWLKRF LQELGLHQKE YVVYCDSQSA  
 
      1270       1280       1290       1300       1310       1320  
IDLSKNSMYH ARTKHIDVRY HWIREMVDDE SLKVLKISTN ENPADMLTKV VPRNKFELCK  
 
 
ELVGMHSN  
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Band Protein  EC Zdroj Skóre 
22 α-amylasa typ B isozym 3.2.1.1 Hordeum vulgare 36 
 
Alternativní názvy: 1,4-α-D-glukan glukanohydrolasa, AMY2-2, Hih pl α-amylasa 
NCBI:4513 
Funkce: Výroba α-amylázy je hormonálně regulována giberelovou kyselinou. Ta stimuluje 
buňky pokrývající aleuronový endosperm pro výrobu α-amylázy.  
V ječmeni existují minimálně čtyři typy α-amylázy. Typ B isoenzymu stokrát zvyšuje 
stimulaci kyseliny giberelové. 
V případě α-amylázy B isozymu jde o katalýzu endohydrolýzou (1,4)-α-D-glykosidických 
vazeb v oligosacharidech a polysacharidech endospermu. [65] 
 
Tabulka č.28: Identifikované sekvence α-amylasy typu B isozymu 
Identifikované sekvence Mr 
PYPDGTGNRPTR 1330.6395 
LYDLDASKYGNK 1386.6744 
VVAHGNDYAVWEK 1487.755 
LYDLDASKYGNKAQLK 1826.9258 
ADFGAAPDIDHLNPRVQK 1963.9969 
LQIMEADADLYLAEIEGK 2022.0348 
AVTFVDNHDTGSTQHMWPFPSDR 2645.283 
IYVDRSEPSFAVAEIWTSLAYGGDGK 2831.3193 
 
 
Tabulka č.29: Sekvence α-amylasy typu B isozymu, 427 AMK, 47,346 Da. [65] 
 
     10         20         30         40         50         60  
MANKHLSLSL FLVLLGLSAS LASGQVLFQG FNWESWKHNG GWYNFLMGKV DDIAAAGITH  
 
        70         80         90        100        110        120  
VWLPPASQSV AEQGYMPGRL YDLDASKYGN KAQLKSLIGA LHGKGVKAIA DIVINHRTAE  
 
       130        140        150        160        170        180  
HKDGRGIYCI FEGGTPDARL DWGPHMICRD DRPYADGTGN PDTGADFGAA PDIDHLNLRV  
 
       190        200        210        220        230        240  
QKELVEWLNW LKADIGFDGW RFDFAKGYSA DVAKIYIDRS EPSFAVAEIW TSLAYGGDGK  
 
       250        260        270        280        290        300  
PNLNQDQHRQ ELVNWVDKVG GKGPATTFDF TTKGILNVAV EGELWRLRGT DGKAPGMIGW  
 
       310        320        330        340        350        360  
WPAKAVTFVD NHDTGSTQHM WPFPSDRVMQ GYAYILTHPG TPCIFYDHFF DWGLKEEIDR  
 
       370        380        390        400        410        420  
LVSVRTRHGI HNESKLQIIE ADADLYLAEI DGKVIVKLGP RYDVGNLIPG GFKVAAHGND  
 
 
YAVWEKI  
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A  
 
 
 
B 
 
Obrázek č.23: MALDI-MS spektrum identifikované α-amylasy typ B isozyme (Hordeum 
vulgare) s vyznačenými nalezenými peptidy – A a příklad fragmentačního spektra vybraného 
peptidu m/z 1742.7800 QELVNWVDKVGGK - B 
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8.2.4 Zdroje enzymů 
Při využití databáze SwissProt je u každé identifikované sekvence peptidů s určitou 
pravděpodobností uveden i organismus, ze kterého byl daný peptid izolován. Při zadávání 
parametrů byla vybrána možnost Other green plant, a to podle předpokládaného složení 
enzymových substrátů využívaných na výrobu bioplynu.  
 
V následujícím přehledu jsou uvedeny některé užitkové rostliny, zařazení do čeledi a jejich 
hospodářské využití: [67] 
 
Sója luštinatá – Glycine max (čeleď bobovité) 
• přísada – koření, krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – škrob,  
luštěnina, oleje a tuky, rekultivační plodina – půdní zlepšovatel, materiál – olej 
 
Bob koňský – Vicia faba (čeleď bobovité) 
• krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – zelenina, luštěnina 
 
Hrách setý –  Pisum sativum (čeleď bobovité) 
• krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – zelenina, luštěnina 
 
Lupina bílá  - Lupinus albus (čeleď bobovité) 
• krmení hospodářských zvířat, okrasná rostlina, rekultivační plodina-půdní zlepšovatel,  
potravinářský průmysl - luštěnina 
 
Cizrna beraní  - Cicer arietinum (čeleď bobovité) 
• krmení hospodářských zvířat 
 
Vojtěška setá  - Medicago sativa (čeleď bobovité) 
• krmení hospodářských zvířat 
 
Řepka olejná – Brassica napus var. napus (čeleď brukvovité) 
• krmení hospodářských zvířat, zelené hnojení, bio-palivo, potravinářský průmysl – 
oleje a tuky 
 
Slunečnice roční  - Helianthus annus (čeleď hvězdnicovité) 
• krmení hospodářských zvířat, okrasná rostlina, potravinářský průmysl - tuky, oleje, 
semeno, med, materiál – vlákno, olej 
 
Tabák virginský – Nicotiana tabacum (čeleď lilkovité) 
• výroba papíru, pokrutiny ke krmení hospodářských zvířat, materiál – olej, tabákový 
průmysl 
 
Ječmen setý – Hordeum Bulhare (čeleď lipnicovité) 
• krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – obilnina, základ nápojů 
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Kukuřice setá – Zea mays (čeleď lipnicovité) 
• krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – škrob, základ nápojů, tuky, 
oleje, semeno, zelenina, materiál – lipidy, vlákno, okrasná rostlina 
 
Len setý – Linum usitatissimum (čeleď lnovité) 
• krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – tuky, oleje, semeno, materiál – 
lipidy, vlákno, olej, farmacie 
 
Mrkev obecná  - Daucus carota, (čeleď miříkovité)  
• krmení hospodářských zvířat, přísada – koření, potravinářský průmysl - základ nápojů, 
zelenina, materiál – lipidy, barvivo 
 
Řepa obecná  – Beta vulgarit (čeleď miříkovité)  
krmení hospodářských zvířat, potravinářský průmysl – cukr, materiál – barvivo [67] 
 
Z dalších organismů identifikovaných, a zároveň hojně přidávaných do bioplynových 
reaktorů, jsou dřeviny a byliny. Ve zkoumané enzymové směsi byly identifikovány např. 
Topol bílý (Populus alba), Topol chlupatoplodý (Populus trichocarpa), Borovice kadidlová 
(Pinus taeda), Svitel latnatý (Koelreuteria paniculata) a Jabloň domácí (Malus domestica). 
Z bylin Kokoška pastuší tobolka (Capsella bursa-pastoris), Jílek vytrvalý (Lolium perenne), 
Huseník chlupatý (Arabis hirsuta), Tolice vojtěška (Medicago sativa) a také všudypřítomná 
Porostnice mnohotvárná (Marchantia polymorpha). 
 
Zajímavou součástí je přítomnost peptidových sekvencí fotosyntetizujících zelených řas 
Chamydomonas reinhardtii, Dunaliella a Volvox (Váleč). Tyto řasy můžeme zařadit do třídy 
Zelenivky (Chlorophyceae). Chlamydomonas je řasou vyskytující se v různých typech 
biotopu, zejména ve sladkých vodách. Dunaliella je extrémofilní řasou, jejímž hlavním 
fotosyntetickým produktem je glycerol, který působí jako osmoregulační faktor. [68] 
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9  ZÁVĚR 
Závěrečná práce se zaměřuje na problematiku biomasy využitelné pro energetické účely. 
Podrobněji se zabývá zemědělskými odpady, které se dají využít jako substrát pro bioplynové 
stanice.  
V teoretické části byly probrány bioplynové technologie, předpokládaná enzymová skladba 
substrátu a nejpoužívanější proteomické metody (dvourozměrná elektroforéza, HPLC, 
trypsinové štěpení a hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF/TOF).  
 
V experimentální části byl analyzován substrát pro výrobu bioplynu, dodaný firmou 
BIOPROJECT s.r.o. (dříve Tomášek SERVIS s.r.o.) z Ostravy-Vítkovic. Jednalo se o 9 
enzymových vzorků z bioplynových stanic sídlících na severní Moravě (Pustějov, Klokočov a 
Velké Albrechtice II). 
Při separaci proteinů z enzymových vzorků byly použity dvě metody. Pro stanovení 
enzymových aktivit bylo provedeno srážení síranem amonným, následná filtrace, dialýza a 
lyofilizace. Tato separace zachovala aktivitu jednotlivých enzymů, avšak pro hmotnostní 
spektrometrii byl tento postup nevhodný, obsahoval velké množství solí znemožňující 
separaci bílkovin při SDS-PAGE. Pro stanovení hmotnostní detekcí bylo použito srážení 
acetonem v ledové lázni. 
 
Pro potvrzení enzymové aktivity vzorků byla stanovena proteolytická, lipolytická, 
pektolytická a celulózová aktivita a po přepočtu aktivit enzymů jednotlivých skupin 
vztažených na miligram bílkoviny byla provedena jejich proteomická identifikace pomocí 
trypsinového štěpení a hmotnostní spektometrie MALDI-TOF/TOF. Nejvýznamnější podíl 
měla proteolytická aktivita. Celkový podíl enzymových aktivit je znázorněn v grafu č.1. 
Hmotnostní detekcí byl analyzován vzorek VA F1 30.9. Po redukci, alkylaci, štěpení 
trypsinem, extrakci a ZipTip® byly vzorky nanášeny na desku. Naměřená spektra byla 
zpracována programem Data Explorer a získané hmotnosti peptidů a jejich fragmentů byly 
vyhodnoceny pomocí MASCOT databáze SwissProt.  
Z identifikovaných proteinů, uvedených v příloze práce, byly vybrány enzymy zúčastňující se 
rozkladu rostlinného materiálu (viz kapitola 8.2.3). Ke každému enzymu byl uvedeno EC, 
vypočítaná molekulová hmotnost, NCBI organismu, skóre proteinu a identifikovaná 
sekvence. Pomocí databáze Uniprot.org  byly k vybraným enzymům uvedeny celkové 
sekvence, velikost a počet aminokyselin. V úplných sekvencích proteinu byly červeně 
označeny sekvence identifikované. 
K enzymům exopolygalakturonasy, beta-galaktosidasy a α-amylasy typ B isozyme jsou 
uvedeny i spektra s vyznačenými nalezenými peptidy a příklady fragmentárních spekter 
vybraných peptidů. 
 
Tato práce potvrzuje předpokládané složení substrátu pro bioplynové stanice. Bylo potvrzeno 
množství lytických enzymů degradující rostlinnou biomasu.  
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11 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
2D  dvourozměrná 
AA  akrylamid 
ACN  acetonitril 
BIS  N,N-methylenbisakrylamid 
BM   biomasa 
BP   bioplyn 
BPS  bioplynová stanice 
Carb  Carbamidomethyl 
CHCA  α-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 
Chl.  chloroplast 
CMC   karboxymethylcelulosa 
ČOV  čistírna odpadních vod 
DTE  dithioerythritol 
DTT  dithiothreitol 
EC  Enzyme Commision number 
ESI  elektosprej 
EU   Evropská Unie 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
Lac   lakasa 
LC  Liquid Chromatography 
LiP   lignin peroxidasa 
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation 
MGA  D-galaktopyranuronová kyselina 
MnP   mangan-dependentní peroxidasa 
MS  hmotnostní spektrometrie 
MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie 
NMR  nukleární magnetická rezonance 
Ox  oxidation 
PAGE  elektoforéza v polyakrylamidovém gelu 
PMF  peptide mass fingerprinting, peptidové mapování 
p-NF  p-nitrofenol 
p-NFL  p-nitrofenyllaurát 
pr.  protein 
pre.  prekursor 
PGA  polygalakturonová kyselina 
SDS  dodecylsulfát sodný 
SCX  strong cation exchange 
TBP  tributyl phosphine 
TCA  trichloroctová kyselina 
TEMED N,N,N,N-tetramethylethylendiamin 
TFA  Trifluoroacetic acid 
TOF  time of flight 
VŽP  vedlejší živočišné produkty 
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Aminokyseliny: 
 
A  Alanin 
R  Arginin 
N  Asparagin 
D  Asparágová kyselina 
C  Cystein 
Q  Glutamin 
E  Glutamová kyselina 
G  Glycin 
H  Histidin 
L  Leucin 
I  Isoleucin 
K  Lysin 
M  Methionin 
F  Fenylalanin 
P  Prolin 
S  Serin 
T  Threonin 
W  Tryptofan 
Y  Tyrosin 
V  Valin 
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13 PŘÍLOHY 
V následujících tabulkách jsou přehledy identifikovaných enzymů. 
 Tabulka č. 1: Identifikované proteiny, část 1. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
1 4-coumarate--CoA ligase 4CL_PINTA 20 2492.3196 SPIVSQYDVSSVRIIMSGAAPLGK + Oxidation (M)[16] 
  Caffeic acid 3-O-methyltransferase 2 COMT2_POPTM 33 2705.1472 GAGFKGFEVMCCAFNTHVIEFRK + Carbamidomethyl (C)[11,12 
  Dihydroflavonol-4-reductase DFRA_SOLLC 39 2163.0432 FICSSHHAIIYDVAKMVR + Carb (C)[3], Ox (M)[16] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit alpha RPOA_NEPOL 37 1803.911 DPLEPENDSKSETKSK 
  Dynein-1-alpha heavy chain, flagellar inner arm 
I1 complex 
DYH1A_CHLRE 31 3312.3054 EGFEFRNVVPIEGAVELWMTNVEAEMRK + Oxidation (M)[19,26] 
  Ferritin-2, chloroplastic FRI2_VIGUN 26 2299.2378 GGKVKLQSIVMPLSEFDHADK 
  Flagellar WD repeat-containing protein Pf20 PF20_CHLRE 16 2492.3445 ALTGDVPPAAGAAAAAATGRSGAVSAGPR 
  Histone deacetylase HDT3 HDT3_MAIZE 30 2225.1477 GAAVHVATPHPAKGKTIVNNDK 
  Chalcone synthase 1 CHS1_SOYBN 20 3018.7310 LLGLRPSVKRYMMYQQGCFAGGTVLR + Ox (M)[12] 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S3 RR3_CHLRE 40 2383.9431 NASMQVSDNLNVAEGENSTMLK + Oxidation (M)[4,20] 
  Isocitrate lyase ACEA_DENCR 38 2342.9783 DVVSLRGTLHHSYASDQMAKK +  
  Lipoxygenase 1 LOX1_SOLTU 30 2501.2427 IYDYDIYNDLGNPDQGKENVR 
  Myb-related protein 315 MYB15_ANTMA 11 4246.2813 WMNYLRPDLKKGPLTEMEENQIIELHAHLGNRWSK 
  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 1, 
chloroplast precursor 
AROF_SOLTU 36 2705.1472 AYCQSAATLNLLRAFATGGYAAMQR + Carbamidomethyl (C)[3] 
  Phosphoethanolamine N-methyltransferase PEAMT_SPIOL 33 3312.3054 YWIEHSVDLTVEAMMLDSQASDLDKVER + Ox (M)[14,15] 
  Proteinase inhibitor ICI_LINUS 19 2432.3000 ENRNVHAIVLKEGSAMTKDFR + Oxidation (M)[16] 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain RBL_RUTFR 29 1803.911 ALRLSGGDHIHSGTVVGK 
2 Sucrose-phosphate synthase SPS_BETVU 33 2231.2363 R.RIEAEELSLDASEIVITSTR.Q 
Apocytochrome f  CYF_PHAAO 35 1467.7543 K.GGYEITIVDASEGR.Q 3 
Maturase K MATK_VACVI 10 2911.3450 WKYYLVNFWECYFSIWAQPRR 
4 1-Cys peroxiredoxin REHY_MEDTR 33 1169.59 KEYLRFTNV 
  Dihydroflavonol-4-reductase DFRA_SOLLC 34 2163.1108 FICSSHHAIIYDVAKMVR + Carb (C)[3], Ox (M)[16] 
  Granule-bound starch synthase 1, chloroplast pre. SSG1_MAIZE 31 1082.6219 YDVSTAVEAK 
  Histone deacetylase HDT1 HDT1_MAIZE 31 1302.7286 GKTIVNNDKSVK 
  Histone deacetylase HDT3 HDT3_MAIZE 48 1109.5321 SGVPCKSCSK + Carbamidomethyl (C)[5,8] 
  Chloroplast 50S ribosomal protein L14 RK14_ORYNI 45 1350.7205 AVIVRTCKEFK + Carbamidomethyl (C)[7] 
  Isocitrate lyasa  ACEA_SOLLC 34 1064.6357 LCKLFVER + Carbamidomethyl (C)[2] 
  Major pollen allergen Car b 1 isoform 2 MPAC2_CARBE 35 1064.6357 ITFSEGSPVK 
  Maturase K MATK_CRAPL 38 1107.5725 EPCMHYVR + Carbamidomethyl (C)[3], Oxidation (M)[4] 
  Phytochrome PHY_PINSY 39 1169.59 DDARRMHPR + Oxidation (M)[6] 
 Tabulka č. 2: Identifikované proteiny, část 2. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
4 Protein ycf2 YCF2_ADICA 32 1107.5725 ESSDILDSNK 
  Translation initiation factor IF-1, cloroplast IF1C_LOLPR 30 2225.2075 EAKVTFEGLVTEALPNGMFR + Oxidation (M)[18] 
Pleiotropic drug resistance protein 1 PDR1_NICPL 33 1390.6700 K.RVTTGEMIVGPSK.A + Oxidation (M)[7] 
Alcohol dehydrogenase 3 ADH3_HORVU 31 1405.7302 GEGLRCITRTDQ + Carbamidomethyl (C)[6] 
Alpha-1,4 glucan phosphorylase L isozyme, 
chloroplastic/amyloplastic PHSL_VICFA 19 2234.0500 ASMTMRFHPNSTAVTESVPR + Oxidation (M) 
Biotin carboxylase 2, chloroplastic  ACCC2_POPTR 15 2911.4400 MEATLPVCKSVTSTPGLFMKRNSGIR + 2 Ox (M)[1,20] 
Cinnamyl alcohol dehydrogenase  CADH4_TOBAC 40 1467.8 AMGHHVTVISSSNK 
Cytoplasmic dyenin 2 heavy chain 1 DYHC2_CHLRE 51 1179.6234 SGMDVITLATR + Oxidation (M)[3] 
Delta-aminolevulinic acid dehydratase, 
chloroplast precursor 
HEM2_SPIOL 35 1348.65 EALDSNPRFGDK 
5 
DNA-directed RNA polymerase subunit beta  RPOB_ANGEV 24 2587.3300 QTVHFGSIPLMNSQGTFVINGIAR 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta´´ RPOC2_PEA 43 1390.67 LLDFANFKEFM + Oxidation (M)[11] 
  Exopolygalacturonase precursor PGLR3_MAIZE 37 1348.65 LCTANGASKVTVK + Carbamidomethyl (C)[2] 
  Glycogen synthase kinase-3 homolog MsK-3 MSK3_MEDSA 31 1348.658 CLETGETVAIKK + Carbamidomethyl (C)[1] 
  Heat shock 70 kDa protein HSP70_DAUCA 30 1475.785  KDIRWECEALR + Carbamidomethyl (C)[7] 
  Chloroplast 50S ribosomal protein L5 RK5_NEPOL 33 1198.6073 IRDFQGMSTK + Oxidation (M)[7] 
  Lectin LEC_ACAFA 19 3557.8300 NLNFNEQSLILQGDATVSSTGRLTNVVDNGEPR 
  Luminal-binding protein precursor BIP_SOLLC 37 1197.65 RSLSSQHQVR 
  Maturase K MATK_CALDE 30 1441.7927 KIKDIVLFPLQK 
  Pectate lyase PLY_TOBAC 10 2795.4300 IQSASNIIISNLRIHNIVPTPGGLLR 
  Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 CAPP1_CHLRE 38 1441.7872 MQLSATSGRTSFR 
  Poly [ADP-ribose] polymerase 1 PARP1_MAIZE 13 2665.4400 FFTLIPSIHPHIIRDEDDLMIK + Oxidation (M)[20] 
  Protein rough sheath 2 RS2_MAIZE 35 1777.978  MNVALDRDAKSCLER + Carbamidomethyl (C)[12] 
  Protein ycf2 YCF2_PINTH 9 2968.4900 KDEIISKNQGPSETHSENDEKDINLK 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_AMBTC 35 1179.6234 PGNFGMNEWK 
  Pyruvate kinasa, cytosolic isozyme KPYC_SOLTU 34 1320.6227 GNEEMISMSYK + Oxidation (M)[5,8] 
  Retrovirus-related Pol polyprotein from 
 transpozon  POLX_TOBAC 51 1462.75 TVPGTPQHNGVAER 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain  RBL_CHEBI 36 1212.63  AMHAVIDRQR + Oxidation (M)[2] 
 Tabulka č. 3: Identifikované proteiny, část 3. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
5 Shikimate kinase, chloroplast precursor AROK_SOLLC 36 1390.6841 CVYLVGMMGCGK + Carb (C)[1,10], Ox (M)[7] 
  Uricase-2 isozyme 2 URIC2_SOYBN 40 1179.6234 DKYTALPDTR 
  Uroporphyrinogen decarboxylase, chloroplast pre. DCUP_TOBAC 38 1478.7848 YMKSYQLLCEK + Carb (C)[9], Oxidation (M)[2] 
  Zeaxantin epoxidase, chloroplast precursor ABA2_SOLLC 35 1612.8774 VLVAGGGIGGLVFALAAK 
6 Ribosome-inactivating protein gelonin RIPG_SURMU 36 1529.8100 K.LKPEGNSHGIPLLR.K 
  1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1 ACCO1_MALDO 31 1529.8145 KVFYGSKGPNFGTK 
  50S ribosomal protein L2, plastid RK2_CUSEX 18 2490.2700 IGNALPLTEMPLGTAIHNLEITR + Oxidation (M)[10] 
  Alpha-amylase inhibitor BDAI-1 IAA2_HORVU 19 3018.6600 GAMWMKSMLLVLLLCMLMVTPMTGAR + 4 Ox (M)[3,5,16,22] 
  Amorpha-4,11-diene synthase AMS1_ARTAN 31 921.54 YSGILGRR 
  ATP synthase subunit alpha, chloroplastic  ATPA_HUPLU 24 2619.3200 SAYEPMQTGLIAIDSMIPIGRGQR + Oxidation (M)[16] 
  ATP synthase subunit beta ATPB_SOYBN 32 1393.7587 ATNLEMESNLKK + Oxidation (M)[6] 
  Calcium-dependent protein kinases 4 CDPK4_SOLTU 33 1210.5881 QFSAMNKLKK + Oxidation (M)[5] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta'' RPOC2_STAPU 34 1282.7167 LKASDIIQGLPK 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta'' RPOC1_GOSHI 31 981.5363 SFSDVIEGK 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta N-
terminal section 
RPOB1_CHLRE 13 2585.3100 IKLGAPDLYTSEIGFLPKASIPVR 
  Elongation factor 1-alpha EF1A1_HORVU 30 981.5378 RGYVASNSK 
  Ent-kaurenoic acid oxidase 1 KAO1_HORVU 31 915.49 NPNCRVR + Carbamidomethyl (C)[4] 
  Glutathione S-transferase PARB GSTF1_TOBAC 47 1842.97 VSAWCADILARPAWVK + Carbamidomethyl (C)[5] 
  Chloroplast 50S ribosomal protein L19 RK19_MESVI 40 1942.9427 MNRNQILQNIEANQIK + Oxidation (M)[1] 
  Chloroplast 50S ribosomal protein L23 RK23_LOTJA 34 1414.7029 LIMGHTMHYRR 
  Chloroplast envelope membrane protein CEMA_ANTFO 31 1247.66 EWFLEPWIK 
  Leucine aminopeptidase 1, chloroplast precursor AMPL1_SOLLC 32 1813.9753 KIKYAEHVCAGVILGR + Carbamidomethyl (C)[9] 
  Magnesium chelatase subunit chlI CHLI_NEPOL 32 1210.5891 EKVHRGESIR 
  Maturase K MATK_KOEPA 10 4245.2200 IHFYGKVNYLVEVFANDFQNILWLFKDPFNHYVR 
  Omega-6 fatty acid desaturase, endoplasmatic 
reticulum isozyme 2 
FD6E2_SOYBN 30 1414.7029 MGAGGRTDVPPANR + Oxidation (M)[1] 
  Ornithine carbamoyltransferase, chloroplast pre. OTC_PEA 31 915.49 DVARVLSR 
  Phytochrome 1 PHY1_SELMA 5 3116.6200 TMIHARLNDLKLQGMDELSTVANEMVR + 2 Ox (M)[2,15] 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_NANDO 30 1320.6975 QNNYAVELNQK 
 Tabulka č. 4: Identifikované proteiny, část 4. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
7 Alternative oxidase 2, mitochondrial precursor AOX2_TOBAC 33 1942.9449 HFPVMGPRSASTVALNDK + Oxidation (M)[5] 
  Arachin 25 kDa protein ARA5_ARAHY 28 1210.592 MKPVHSIGSVR 
  Calcium-dependent protein kinases 4 CDPK4_SOLTU 42 1066.5826 QFSAMNKLK 
  Calreticulin precursor CALR_BETVU 35 1066.5826 FEDGWEKR 
  Cystein synthase, chloroplast/chromoplast pre. CYSKP_CAPAN 32 1617.8748 LILTMPASMSLERR 
  Cytochrome c CYC_CANSA 35 1414.734 MVFPGLKKPZBR 
  Delta-1-pyrrolline-5-carboxylate synthetase P5CS_VIGAC 30 1267.6299 LDDVIDLVIPR 
  DNA-directed RNA polymerase subunit alpha RPOA_PSEAK 40 1210.592 TFLSTMGFYK + Oxidation (M)[6] 
  Flavonol 3-sulfotransferase F3ST_FLACH 31 1457.7987 LSSLEVNKSGMHR 
  Formate dehydrogenase, mitochondrial precursor FDH_SOLTU 30 1210.592 GMFDKERIAK + Oxidation (M)[2] 
  Isocitrate dehydrogenase (NADP) IDHC_SOLTU 30 1210.592 EFNLKSMWR 
  Light-independent protochlorophyllide reductase 
subunit N 
CHLN_SCEOB 42 1414.7344 NMYPLESSENSK + Oxidation (M)[2] 
  Maturase K MATK_IRISE 40 1231.7566 GTHLLMKKCK + Carbamidomethyl (C)[9], Oxidation (M)[6] 
  Polycomb protein EZ2 EZ2_MAIZE 30 1066.5826 EHSPGKRQK 
  Protein disulfide-isomerase precursor PDI_HORVU 32 1210.592 NPDNHPYLLK 
  Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-
phosphotransferase subunit alpha 
PFPA_RICCO 30 1934.0432  ATAKVADAHIISEHPAMR + Oxidation (M)[17] 
  Translation initiation factor IF-2, chloroplast pre. IF2C_PHAVU 33 1210.5997 RVSFSRGNCK + Carbamidomethyl (C)[9] 
  Violaxanthin de-epoxidase, chloroplast precursor VDE_TOBAC 32 1066.5826 DKEVTLFSK 
8 Aspartate aminotransferase P2, mitochondrial pre. AATM_LUPAN 33 1064.6382 VGGNSLRFSK 
  Bifunctional dihydrofenolate reductase-
thymidylate synthase 
DRTS_MAIZE 36 1670.9054 TGTGTLSKFGCQMR + Carbamidomethyl (C)[11] 
  Cytochrome P450 82A3 C82A3_SOYBN 29 1179.6331 AQRFMKNIR + Oxidation (M)[5] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta RPOB_ACOAM 26 1100.4535 MGFLFSINR + Oxidation (M)[1] 
  Glucose-1-phosphate adenyltransferase large 
subunit 
GLGL1_WHEA 28 1493.7769 GADLKEMEEAEKK + Oxidation (M)[7 
  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cyt. G3PC_ANTMA 35 1179.6331 DEKTLLFGEK 
  Granule-bound starch synthase 1, chloroplast pre. SSG1_MAIZE 33 1082.6283 YDVSTAVEAK 
  Heat shock 70kDa protein, mitochondrial 
precursor HSP7M_PEA 28 1803.9674 RQAVTNPTNTLFGTKR 
  Histone deacetylase HDT3 HDT3_MAIZE 40 1109.5225 SGVPCKSCSK + Carbamidomethyl (C)[5,8] 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S3 RR3_HELAN 26 1310.6929 NYSEGLQEDQK 
 Tabulka č. 5: Identifikované proteiny, část 5. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
8 Lignin-forming anionic peroxidase precursor PERX_NICSY 24 1233.5944 TSVRQAISSER 
  Lon protease homolog 1, mitochondrial precursor LONH1_MAIZE 26 1036.5114 FSVQELSAR 
  Maturase K MATK_AVIGE 28 2286.1797 LDQYQILKYPLTTESAMKK + Oxidation (M)[17] 
  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolasa 2, 
chloroplast precursor 
AROG_SOLLC 31 1638.9026 SSPPAATATTAPAPAVTK 
  Photosystem 1 assembly protein ycf4 YCF4_PHYPA 31 1068.5193 RTLYMKIK + Oxidation (M)[5] 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 
pre. RBL_STAPU 32 1726.8358 NEGRDLARQGNDIIR 
  S-adenosylmethionine synthetase 1 METK1_BRAJU 33 1060.5868 SVVANGMARR 
  Sporamin B precursor SPORB_IPOBA 22 1296.6851 HDSESGQYFVK 
  Treonine dehydratase synthetic, chloroplast pre. THD1_CICAR 26 1670.9054 MLSTSTTNSSILPFR + Oxidation (M)[1] 
  Uricase-2 isozyme 1 URIC1_SOYBN 23 1055.5332 HFVSFYQK 
  Zeaxantin epoxidase, chloroplast precursor ABA2_SOLLC 33 1109.5225 SYESARKLR 
Glycine-rich protein  GRP1_TOBAC 35 1244.6300 K.LDGENGVDVDGR.G 
Sucrose-phosphate synthase SPS_VICFA 34 1855.9900 R.GDPVSDVSTHGGGDSVKSR.L 
26S protease regulatory subunit 7 PRS7_SPIOL 34 1200.6356 MAIEHEDDLK 
30S ribosomal protein S11, chloroplastic RR11_OENAR 16 2586.2605 KGTPFAAQTAAGDAIRPVVDQGMQR 
40S ribosomal protein S1 RS14_CHLRE 14 2178.1080 TPGPGAQSALRALARAGMKIGR 
Alcohol dehydrogenase 1 ADH1_MAIZE 31 1993.9738 PLSIEEVEVAPPQAMEVR 
Allergen Ara h 1 clone P17 precursor ALL11_ARAHY 33 901.4969 EQQQRGR 
Apocytochrome f precursor CYF_VICFA 30 1184.6821 IGNLSFQSYR 
Carotenoid isomerase, chloroplast precursor CRTSO_SOLLC 34 1638.8667 GNLNLITQALAAVGRK 
Dihydroflavonol-4-reductase DFRA_SOLLC 56 1313.6644 KLMDIKFQFK + Oxidation (M)[3] 
DNA-directed RNA polymerase 1B RPO1B_TOBAC 31 1098.6571 LLINQVDRK 
DNA-directed RNA polymerase subunit beta RPOC1_CUSRE 48 1950.9059 NRPFFCNSYDAIGAYR + Carbamidomethyl (C)[6] 
Enolase ENO_RICCO 19 2334.1880 QKLGANAILAVSLALCKAGAHVK 
Ferredoxin-thioredoxin reductase catalytic chain, 
chloroplastic 
FTRC_SOYBN 16 2107.0110 TTQASTFAVAVPSVATPFRR 
Glutamate--cysteine ligase, chloroplastic GSH1_BRAJU 11 2475.2010 MALLSQAGGAYTVPSGHVSSRTGTK 
9 
Hemoglobin-2 HBP2_CASGL 32 1274.7251 AGKVTVRESSLK 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S3 RR3_LIRTU 36 1993.9738 TIYGVLGIKIWIFVDEQ 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S7 RR7_CHAVU 43 1098.6571 ATPKITIKAR 
 Tabulka č. 6: Identifikované proteiny, část 6. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
9 Isocitrate lyase ACEA_DENCR 35 1200.6356 GLDRGGITVNAK 
  Isochorismate synthase, chloroplast precursor ICS_CATRO 32 901.4969 VLEEIGNK 
  Light-independent protochlorophyllide reductase 
subunit B 
CHLB_CYCTA 26 2261.1440 EIMTRSLSTGIGLIWDPESR 
  Major pollen allergen Lol p 11 LOLB_LOLPR 21 2081.0090 DRARVPLTSNAGIKQQGIR 
  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolasa 1, 
chloroplast precursor 
AROF_SOLTU 34 1250.6226 GDNVNGDAFDVK 
  Phospholipid hydroperoxide gluthathione 
peroxidase, chloroplast precursor 
GPX1_PEA 31 1200.6394 SSSGGFFGDIVK 
  Photosystem II reaction center protein H  PSBH_MARPO 10 2003.9860 GKKSGIGDILKPLNSEYGK 
  Phytochrome B PHYB_SOYBN 35 1184.6769 YVQTFLTANK 
  Protochlorophyllide reductase, chloroplastic  POR_CHLRE 18 2347.1280 VGMPAGSYSILHLDLSSLESVR + Oxidation (M)[3] 
  Putative late blight resistance protein homolog 
R1B-17 
R1B17_SOLDE 50 1184.6801 YFNNELSGLK 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_ADICA 21 2192.1380 IDNAEKKQTLYHLPRPIR 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain RBL_CALCA 38 1184.6801 AMHAVIDRQK + Oxidation (M)[2] 
  SF-assemblin SFAS_DUNBI 34 2063.0220 RIAEATRMQLFQESVLR + Oxidation (M)[8] 
  Stilbene synthase 1 THS1_ARAHY 38 1244.6298 VTNGEHMTDLK 
  Stilbene synthase 2 THS2_ARAHY 34 1950.9059 DARVLIVCSENTAVTFR + Carbamidomethyl (C)[8] 
  Sucrose phosphate synthase 1 SPS1_CITUN 34 1098.6497 LEQLLKQAR 
  Terpinolene synthase, chloroplastic precursor TPSD9_ABIGR 33 1197.6539 GRGKSVTHSLR 
  Triose phosphate/phosphate translocator, 
chloroplastic  
TPT_SPIOL 13 2599.3010 MESRVLSRTTAIAALPKLFRPSR 
  Tubulin beta chain TBB1_VOLCA 18 2363.1120 GLKMSATFIGNSTAIQEMFKR + 2 Oxidation (M)[4,18] 
  UTP–glucose-1-phosphate uridylyl transferase UGPA_MUSAC 32 1403.7043 LVMEDFQPLPSK 
  Zeaxanthin epoxidase, chloroplast precursor  ABA2_PRUAR 34 1200.6356 VPPNFPARFR 
10 30S ribosomal protein S2, chloroplastic  RR2_PHYPA 21 2586.2940 GKQVLIVGTKYQAADLVASASIKAR 
  30S ribosomal protein S8, chloroplastic RR8_ARAHI 18 2401.2570 ILGGIGIVILSTSQGIMTDREAR 
  Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl 
transferase subunit beta, chloroplastic 
ACCD_PINTH 10 2332.1790 LIERATAESLPLIMVCASGGAR + Oxidation (M)[14] 
  Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase, 
chloroplastic 
STAD_BRANA 19 2672.3490 IVEKLFEIDPDGTVMAFADMMRK + Oxidation (M)[15] 
  
Tabulka č. 7: Identifikované proteiny, část 7. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
10 Aspartate aminotransferase P2, mitochondrial 
(Fragment) AATM_LUPAN 14 2689.3600 SSLLSIPSLSLQYNDKLKVGGNSLR 
  ATP synthase subunit beta ATPB_PSEAK 32 2018.0232 LAIFETGIKVVDLLAPYR 
  Auxin-induced protein 22E AX22E_VIGRR 17 2632.3270 KVEQGDGTGMYLKVSMAGAPYLRK + 2 Ox (M)[10,16] 
  Cytochrome P450 97B1, chloroplastic C97B1_PEA 15 2589.2960 DASLLRFLVDMRGVDVDDRQLR 
  DNA-directed RNA polymerase B2, 
chloroplastic/mitochondrial precursor 
RPO2B_TOBAC 41 1305.6818 QRMLTSGMGHR + Oxidation (M)[3,8] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta  RPOB_HELAN 33 2004.0007 NGIVMLGSWVETGDILVGK + Oxidation (M)[5] 
  Dynamin-related protein 12A SDLCA_SOYBN 41 832.3624 SQQDINK 
  Ethylene receptor 1 ETR1_PELHO 36 1476.801 NDFLAVMNHEMR 
  FACT complex subunit SPT16 SPT16_MAIZE 33 1379.7174 ATLRSDNQEMSK 
  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, 
chloroplastic  
G3PB_PEA 18 2599.3270 KAAEGPLKGILDVCDVPLVSVDFR 
  LEC14B protein LE14B_LITER 7 2747.4150 CFNAKGKPAGILMGHLEGITFIDSR + Oxidation (M)[13] 
  Maturase K MATK_LOTJA 30 2018.0229 YQGKSILASKNLPILMNK 
  Multicystatin CYTM_SOLTU 34 964.5229 VEFDDLAR 
  NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H, 
chloroplastic 
NDHH_DIOEL 18 2554.2760 LIVTLEGEDVIDCEPILGYLHR 
  Oxygen-envolving enhacer protein 1, chloroplast 
precursor 
PSBO_WHEAT 32 1244.6489 NEPPRFQKTK 
  Pectinesterase 1 PME1_SOLLC 15 3095.6310 MNLMIVGDGMYATTITGSLNVVDGSTTFR + 2 Ox (M)[1,10] 
  Protein ycf2 YCF2_PANGI 36 1244.6512 DTLNHRTIMK + Oxidation (M)[9] 
  Putative late blight resistance protein homolog 
R1B-12 
R1B12_SOLDE 35 1856.0027 YIEVDNCSESVVKSAR + Carbamidomethyl (C)[7] 
  Putative membrane protein  YCF1_OENBE 38 2044.9764 NEMSQYFFYPCRSDGK + Carb (C)[11], Ox (M)[3] 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_SOLLC 34 2044.9764 PWIIPSKFLLFNLNTNK 
  Pyruvate kinasa, cytosolic isozyme KPYC_SOLTU 37 1513.8586 AKLIVVLTRGGSTAK 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 
(Fragment) RBL_CORSA 21 2347.2150 VLWKALRMSGGDHIHSGTVVGK 
  Signal recognition particle 54 kDa protein 2 SR542_HORVU 35 1697.9811 ENSDLIIIDTSGRHK 
  Stilbene synthase 2 THS2_ARAHY 30 1403.7201 LVPNSHGAIGGLLR 
 
 Tabulka č. 8: Identifikované proteiny, část 8. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
Ferredoxin--NADP reductase, root-type isozyme, 
chloroplastic 
FENR2_TOBAC 48 1244.6650 K.VSVSPLSLEDAK.E 11 
Pleiotropic drug resistance protein 1 PDR1_NICPL 34 1244.6650 R.GGQEIYVGPLGR.Q 
  
2,3-bisphosphoglycerate-independent 
phosphoglycerate mutase 
PMGI_MAIZE 36 1475.7701 ALEYADFDNFDR 
  26S protease regulatory subunit 7 PRS7_SPIOL 43 2356.2073 VEFGLPDLEGRTQIFKIHT 
  Cytochrome P450 77A3 C77A3_SOYBN 33 1999.9789 VDEKDVEKMPYLHAVVK 
  DNA directed RNA polymerase subunit beta RPOB_HELAN 37 1407.7148 SKGAQMLYLSPGR 
  Dynein beta chain, flagellar outer arm DYHB_CHLRE 35 1187.646 DIKMLNKAVR 
  Dynein-1-beta heavy chain, flagellar inner arm I1 
complex 
DYH1B_CHLRE 47 1788.913 GGRLKVLNLQMSDMAR 
  Elongation factor Tu EFTU_CHLVU 58 1999.9789 VERGCVKIGDTVELVGLR 
  FACT complex subunit SPT16 SPT16_MAIZE 33 1066.5636 DTTEITCVK + Carbamidomethyl (C)[7] 
  Ferredoxin NADP-reductase, root-type isozyme, 
chloroplast precursor 
FENR2_TOBAC 35 1730.8639 GYLRRMFMESVPTK + Oxidation (M)[6] 
  Fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic F16P2_SACHY 42 1407.7078 KGKIYSVNEGNAK 
  Glutaminyl-tRNA synthetase SYQ_LUPLU 46 1932.9814 LYEILGDRTAADNEKPK 
  Chalkone-flavonone isomerase CFI_CALCH 32 1838.9552 KGKTVAELLDSVEFFR 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S4 RR4_HAPHO 32 2404.2239 GSTGNVLLQLLEMRLDN + Oxidation (M)[13] 
  Mitogen-activated protein kinase homolog D5 MAPK_PEA 32 2299.1946 VTSETDFMTEYVVTRWYR 
  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolasa 2, 
chloroplast precursor 
AROG_SOLLC 40 1511.8109 SLLQNQPLLSSPSK 
  Poly [ADP-ribose] polymerase 1 PARP1_MAIZE 37 1577.7991 IAPPEAPVTGYMFGK 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_OENHO 33 2061.0247 VMIPDTKSIVAETREMLK 
  Ribosome-inactivating protein saporin-5 RIP5_SAPOF 44 1638.8849 DLQMGLLMYLGKPK + Oxidation (M)[4,8] 
  Ribulosa bisphosphate carboxylase large chain 
precursor 
RBL_EQUAR 48 1695.8926 PLLGCTIKPKLGLSAK + Carbamidomethyl (C)[5] 
  RuBisCO large subunit binding protein subunit 
beta-2 
RUBC_CHLRE 34 1913.9636 LSGGVAIIQVGAQTETELK 
  Seed lipoxygenase-3 LOX3_SOYBN 41 1210.5909 ELVEVGHGDKK 
 
 
  
Tabulka č. 9: Identifikované proteiny, část 9. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
12 Histone H2A   H2A2_PEA 34 1098.6500 K.KGAGGRKGGGPR.K 
  Probable alanyl-tRNA synthetase, chloroplastic SYAP_POPTR 37 1244.6300 K.IISEQGIASGIR.R 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain RBL_VIBAC 33 1200.6400 R.EGNEVIRPASK.W 
  Alcohol dehydrogenase 1 ADH1_PETHY 31 1184.6871 PKSDIPSVVDK 
  ATP synthase epsilon chain ATPE_MORIN 52 1284.6538 QTIEANLALRR 
  Beta galactosidase BGAL_BRAOL 50 1307.6593 TIQSAGLYSVLR 
  Delta-aminolevulinic acid dehydratase, chloroplast 
precursor 
HEM2_CHLRE 39 1493.7458 MQMMQRNVVGQR + Oxidation (M)[1] 
  DNA directed RNA polymerase subunit beta' RPOC1_DAUCA 38 1250.627 PEKDGLFCER + Carbamidomethyl (C)[8] 
  Dynamin-related protein 12A SDLCA_SOYBN 38 1274.729 EYAEFLHLPR 
  Dynamin-related protein 5A SDL5A_SOYBN 37 1184.6801 LYAIMEICR + Carbamidomethyl (C)[8], Oxidation (M)[5] 
  Isocitrate lyase ACEA_DENCR 36 1200.64 GLDRGGITVNAK 
  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolasa 1, 
chloroplast precursor 
AROF_SOLTU 36 1250.6288 GDNVNGDAFDVK 
  Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolasa 2, 
chloroplast precursor 
AROG_SOLLC 35 1098.65 NPIVSDKPTK 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_NICTO 32 1951.9189 DLSLFSDQEQGRVNSEK 
  Stilbene synthase 1 THS1_ARAHY 32 1284.6488 EVPRVGKEAATK 
  Stilbene synthase 2 THS2_ARAHY 34 1274.7288 AIKEWGQPMSK 
  Tubulin beta-2 chain TBB2_MAIZE 36 1244.63 YLTASAMFRGK 
50S ribosomal protein L1, chloroplast precursor RK1_SPIOL 39 1457.78 TALSLMKQMSSTK + Oxidation (M)[6,9] 
Alternative oxidase 2, mitochondrial precursor AOX2_TOBAC 50 1615.8851 DVVLVVRADEAHHR 
Arachin 25 kDa protein ARA5_ARAHY 36 1210.59 MKPVHSIGSVR 
ATP synthase subunit beta, chloroplastic  ATPB_CALFL 33 1617.8700 INPTTSGSGVSTLEKK 
13 
Calcium dependent protein kinase 4 CDPK4_SOLTU 43 1066.5601 LKQFSAMNK 
  
Coproporphyrinogen III oxidase, chloroplast 
precursor 
HEM6_SOYBN 40 1529.8187 EDVWSRPGGGGGISR 
  Cytochrome c CYC_CANSA 58 1414.7299 MVFPGLKKPZBR 
  DNA replication licensing factor MCM3 homolog 
2 MCM32_MAIZE 31 1414.7299 EINEEAMAAHK + Oxidation (M)[7] 
  Dynein-1-beta heavy chain, flagellar inner arm I1 
complex 
DYH1B_CHLRE 39 2128.126 NWMYLENIFIGSEDIRK 
 Tabulka č. 10: Identifikované proteiny, část 10. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
13 Elongation factor Tu EFTU_CHLVU 41 1210.5967 FEAQVYVLNK 
  Flavonol 3-sulfotransferase F3ST_FLACH 30 1457.8021 LSSLEVNKSGMHR 
  Isoaspartyl peptidase/L-asparaginase ASPG_LUPAL 17 2511.2970 GTVGLIAVSAAGEIAMPFNTTGMFR 
  Legumin B LEGB_GOSHI 18 3019.6600 VSIMRGLPVDVLANSFGISREEAMRLK + 2 Ox (M)[4,24] 
  Leucine aminopeptidase 1,chloroplast precursor AMPL1_SOLLC 37 1529.8268 KPZBRADLIAYLK 
  Light-independent protochlorophyllide reductase 
subunit N 
CHLN_SCEOB 40 1066.5601 ELGIPIVVAR 
  Maturase K MATK_PINEL 32 1931.0369 SLSHGSFPHRTHFHRK 
  Multicystatin CYTM_SOLTU 28 1457.8021 AIVGGLVDVPFENK 
  NADP specific glutamate dehydrogenase DHE4_CHLSO 29 1615.8851 IMKDIYDSAMGPSR + Oxidation (M)[2,10] 
  Osmotin-like protein (Fragments) OLPA_HEVBR 18 2492.2800 NNDPYTVWAAASPGGGRRLDMAR + Oxidation (M)[21] 
  Peroxidase B PERB_ALOVR 30 2013.1039 AITVLSENNPLTGTKGEIR 
  Protein translocase subunit secA, chloroplastic SECA_PEA 11 2910.4500 VLGLRPFDVQLIGGMVLHKGEIAEMR + 2 Ox (M)[15,25] 
  Protein ycf2 YCF2_OENHO 31 1529.8268 WLFPDEMKIGFM + Oxidation (M)[7] 
  Ras related protein YPTC6 YPTC6_CHLRE 34 1641.91 DHADSNIVIMLVGNK + Oxidation (M)[10] 
  RuBisCO large subunit binding protein subunit 
beta-2 
RUBC_CHLRE 32 1615.8672 ATEEVLGLAAKVSISK 
  Sedoheptulose-1,7-bisphosphate, chloroplast pre. S17P_SPIOL 31 1187.6627 FEKTLYGSSR 
  Serpin-ZX SPZX_HORVU 30 1187.6627 DQLAATLGAAEK 
  Vicilin-like antimicrobial peptides 2-2 precursor AMP22_MACIN 32 1457.8021 EILEAALNTQAER 
  Vignain precursor CYSEP_PHAVU 33 1267.6318 FADMTNHEFR 
14 
 NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 
GAPN_PEA 20 2665.4410 DINKAIMISDAMESGTVQINSAPAR + 2 Ox (M)[7,12] 
  50S ribosomal protein L16, chloroplastic RK16_SPIMX 14 2911.4510 FALQAMEASWITSRQIEAGRRAMTR + 2 Ox (M)[6,23] 
  Camphene synthase TPSD6_ABIGR 35 1453.7828 SLVMRTVIEPVPL 
  Cinnamyl alcohol dehydrogenase CADH4_TOBAC 40 1612.863 KIWNCNDVYTDGK + Carbamidomethyl (C)[5] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta' RPOC1_MAIZE 33 2225.1873 EIRSIYIRTTLGHISFYR 
  Elongation factor Tu, chloroplastic EFTU2_SOYBN 10 2843.4390 MVMPGDRVKLVVELIVPVACEQGMR + Ox (M)[24] 
  Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 
beta 
IF2B_MALDO 17 2587.3230 QPDHVMAFLLAELGTSGSLDGQQR + Oxidation (M)[6] 
  Ezy-1 protein EZY2_CHLRE 12 2570.2460 LMPFLLDDFLDNMPGLKAAFTGK + Oxidation (M)[13] 
  Glycogen synthase kinase-3 homolog MsK-3 MSK3_MEDSA 38 1526.7994 VNELKGVPAEMLVK 
  
Tabulka č. 11: Identifikované proteiny, část 11. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
14 Histone H2B H2B_TOBAC 34 1765.7781 AEMSVETYKIYIFR + Oxidation (M)[3] 
  Histone H2B.1 H2B1_WHEAT 33 1526.7994 KPAEEEPAAEKAEK 
  Luminal-binding protein precursor BIP_SOLLC 33 1894.9874 VQQLLKDYFDGKEPSK 
  Malat synthase, glyoxysomal MASY_GOSH 33 1524.8286 GVHAMGGMAAQIPIR + Oxidation (M)[5] 
  Maturase K MATK_TRIHI 38 1894.9874 SQMLQNTFLIEIVSKK + Oxidation (M)[3] 
  NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit H, 
chloroplastic  
NDHH_NEPOL 21 2970.5000 EMRTSTKIVQQALKSIPGGPTENLEAR + Ox (M)[2] 
  Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 CAPP1_CHLRE 34 1994.0013 ILSELPGDSLGAYIISMAK + Oxidation (M)[17] 
  Protein rough sheath 2 RS2_MAIZE 45 1524.8286 SCLERWKNYLR + Carbamidomethyl (C)[2] 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_AMBTC 41 1777.9734 NTNTDMDLRINTNKK 
  Putative serine/threonine-protein kinase receptor  SRK6_BRAOE 11 2889.4490 ASAISIANTQRNQNLPMNEMVLSSKR + Ox (M)[17] 
  Pyruvate kinase cytosolic isozyme KPYC_SOLTU 35 1154.6278 GLIPLLGEGSAK 
  Seed lipoxygenase-3 LOX3_SOYBN 34 1993.9799 LFLLGHHDPIMPYLRR + Oxidation (M)[11] 
  Stromal 70 kDa heat shock-related protein, chl. HSP7S_SPIOL 34 1894.9875 VTKAVVTVPAYFNDSQR 
  TATA-box-binding protein 2 TBP2_MAIZE 32 1453.7828 MVCTGAKSEQQSK + Carbamidomethyl (C)[3] 
  Triose phosphate/phosphate translocator, 
chloroplastic 
TPT1_BRAOB 18 2647.3440 ESRVLLRATETVTGVPQLRRPIR 
  Xylose isomerase XYLA_HORVU 9 2795.4220 LRRESTDVEDLFIAHISGMDTMAR + 2 Ox (M)[19,22] 
15 Acyl carrier protein 1, chloroplastic ACP1_CASGL 44 1403.7050 M.ASVTGTSISMASFK.A + Oxidation (M)[10] 
  Flagellar radial spoke protein 4 RSP4_CHLRE 34 1098.6621 ELGVNIALAAK 
  Fructose-bisphosphate aldolase, cytoplasmic 
isozyme 
ALF_CICAR 35 1200.6430 NAQDALLTRAK 
  Histone H2A H2A1_PEA 37 1098.6621 K.KGAGGRKGGGPR.K 
  Squalene monooxygenase 1,2 ERG12_BRANA 36 1098.6621 QKASSLPNVR 
  Uncharacterized 33.9 kDa protein in 
mitochondrial linear 2.3 KB plasmid 
YM23_MAIZE 40 1200.6430 R.KQNTDPVSKGK.V 
  50S ribosomal protein L14, chloroplastic RK14_MAIZE 28 2599.3130 GDDGIIIRYDDNAAVIIDQKGNPK 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta RPOC2_CHLRE 21 2137.0460 EENMDGSSTQMSAHSLPKR + 2 Oxidation (M)[4,11] 
  Dynamin-related protein 12A SDLCA_SOYBN 46 1950.9115 PVAADAGGKLYAIMEICR + Carb (C)[17], Ox (M)[14] 
  Heat shock cognate protein 80 HSP80_SOLL 49 2003.9899 MKEGQNDIYYITGESKK 
  Lipoyl synthase 1, mitochondrial LIAS1_PEA 15 2643.3010 ANFKQSLDVLMMAKEYAPAGTLTK + Oxidation (M)[11] 
  Maturase K MATK_ADICA 20 2586.2770 KIFCGKTFYSPGGGQDGSVDIPVR 
 Tabulka č. 12: Identifikované proteiny, část 12. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
15 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 5, 
chloroplastic 
NU5C_ADEHI 16 2673.3350 RGLAYSTMSQLGYMMLALGMGSYR + Oxidation (M)[8] 
  Phosphoenolpyruvate carboxylase 2 CAPP2_MAIZE 22 2179.1210 LNPGSEYAPGLEDTLILTMK + Oxidation (M)[19] 
  Phospholipid hydroperoxide glutathione 
peroxidase, chloroplast precursor 
GPX1_PEA 50 1541.8663 AIKDKTIYDFTVK 
  Polycomb group protein FIE1 FIE1_MAIZE 16 2261.1450 EGPQEPDIPPLPPVVVNIVPR 
16 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain, 
chloroplastic 
RBS_AEGTA 50 981.5350 IIGFDNMR + Oxidation (M)[7] 
  S-adenosylmethionine synthase 4 METK4_BRAJU 34 2006.0360 K.TQVTVEYKNEGGAMIPIR.V 
  30S ribosomal protein S4, chloroplastic RR4_EQULA 25 2171.0780 IARGAKGSTGQILLQLLEMR + Oxidation (M)[19] 
  ADP-ribosylation factor 1 ARF1_SOLTU 32 2048.0659 ILMVGLDAAGKTTILYKLK 
  ATP synthase subunit beta ATPB_MORIN 37 3017.6479 TREGNDLYMEMKESGVINEQNIAESK + Oxidation (M)[9,11] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta' RPOC1_CITSI 40 3018.6704 IGSVSPQQIRAWANKILPNGEIIGEVTK 
  Expansin-B1 (Fragments) EXPB1_PSEMZ 22 2069.0410 AGASAKVVAMLLSLQGPTSLR 
  Glucose-1-phosphate adenylyltransferase large 
subunit 2 
GLGL2_MAIZE 37 3018.6682 RNYADPNEVAAVILGGGTGTQLFPLTSTR 
  Chalcone synthase 1 CHS1_CICAR 14 3018.6710 ENPSVCEYMAPSLDVRQDMVVVEVPR 
  Chlorophyllide a oxygenase, chloroplast precursor CAO_CHLRE 35 2705.1724 LLYRMSLDFLPWMRHVP 
  Chloroplast 50S ribosomal protein L23 RK23_MORIN 35 2003.994 MIITLQPGYYIPPLIKK + Oxidation (M)[1] 
  Isocitrate lyase ACEA_SOLLC 32 2383.9629 GAAGVHIEDQSSVTKKCGHMAGK + Carb (C)[17], Ox (M)[20] 
  Oxygen-evolving enhancer protein 2, chl. pre. PSBP_SOLTU 34 2432.2708 MAASTQCFLHQYHALRSSPAR + Carbamidomethyl (C)[7] 
  Phytoene dehydrogenase, chloroplast/chromoplast 
precursor 
CRTI_CAPAN 32 1994.0007 EHSMIFAMPNKPGEFSR + Oxidation (M)[4] 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_OENHO 52 4245.2266 NNSLATIMLTHGIFSIEPLRISRQNQDASFLIYQLIK 
  Ribosome-inactivating protein saporin-7 RIP7_SAPOF 36 3576.7771 NVLDINSLTTVGGVIGQGFDILGSTVDNLTAFLGR 
  Ribulose bisphosphate carboxylase small chain, 
chloroplast precursor 
RBS_HORVU 75 3018.6704 MAPTVMASSATSVAPFQGLKSTAGLPVSRR 
  S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme DCAM_TOBAC 32 2432.2708 GYSLAEWSPEEFGKGGSIVYQK 
  Stromal 70 kDa heat shock-related protein, chl. HSP7S_SPIOL 56 3018.6682 TPVENSLRDAKLSFSDLDEVILVGGSTR 
  Sucrose synthase 2 SUS2_TULGE 13 2142.0920 DTVGQYESHTGFTLPGLYR 
  Translation initiation factor IF-2, chloroplast pre. IF2C_PHAVU 38 2119.0413 TLPCVFLDTPGHEAFGAMR + Carbamidomethyl (C)[4] 
  
Tabulka č. 13: Identifikované proteiny, část 13. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
17 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase, 
cytoplasmic isoform 
G6PD_MEDSA 34 1132.5820 DSIGTESPVAR 
  Catalase LPAT1_BRANA 37 3017.6218 TGIFVIPVIGWAMSMMGVVPLKRMDPR + Oxidation (M)[13] 
  Dihydroflavonol-4-reductase DFRA_SOLLC 38 2163.0718 FICSSHHAIIYDVAKMVR + Carb (C)[3], Oxidation (M)[16] 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GV E13E_HORVU 37 2226.1567 NIHAMRIYNPDQEALTALR 
  Chalcone synthase 2 CHS2_MEDSA 18 3018.6380 ENPNVCEYMAPSLDARQDMVVVEVPR 
  Inositol-3-phosphate synthase INO1_HORVU 16 2403.2740 LGVMLVGWGGNNGSTLMAGVIANR + Ox (M)[17] 
  Isocitrate lyase ACEA_RICCO 48 2705.1733 RMNEWMNHTSYDKCLSYEQGR + Carbamidomethyl (C)[14] 
  Maturase K MATK_CICAR 35 2501.2573 RLISRMYQQNHLIISANDSNK 
  Putative ATP synthase protein YMF19 YMF19_RAPSA 38 2447.1702 GFSTGVSYMYASLFEVSQWCK + Carbamidomethyl (C)[20] 
  Putative late blight resistance protein hom. R1B-
19 R1B19_SOLDE 41 2447.1702 GEKEDTTLEDINRELGFDLPR 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_DRANE 34 2402.2671 RRMEIAETWDSFLFSQTIR + Oxidation (M)[3] 
  Pyruvate kinase isozyme A, chloroplastic KPYA_TOBAC 10 3576.7340 TFSLLKARGMIKSGDLIIAVSDMLQSIQVMNVP 
  S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme  DCAM_HELAN 16 2447.1760 VLACFEPSEFSVALHGNENVVK 
  Seed lipoxygenase-3 LOX3_PEA 36 3576.7249 NVLDINSLTTVGGVIGQGFDILGSTVDNLTAFLGR 
  Sucrose-phosphate synthase 1 SPS1_CITUN 28 2717.1726 NIHLFSWPEHCKTYLSRIAGCK + Carbamidomethyl (C)[11,21] 
  Threonine dehydratase biosynthetic, chl. pre. THD1_CICAR 38 2389.2986 SPVYDVVVESPVELTERLSDR  
19 
 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATPAM_MAIZE 29 2048.0570 VVDALGVPIDGKGALSDHER 
  50S ribosomal protein L12, plastid RK12_PROWI 13 2300.1800 TTFDVILEEVPSDKRVPILK 
  Aconitate hydratase, cytoplasmic ACOC_CUCMA 37 2048.0488 ILLESAIRNCDNFQVKK + Carbamidomethyl (C)[10] 
  Ananain precursor ANAN_ANACO 33 3576.7385 VQLVFLFLFLCVMWASPSAASCDEPSDPMMK + Carb(C)[11,22] 
  B2 protein  B2_DAUCA 24 1891.8670 NQGESRFPAQVRVMTR + Oxidation (M)[14] 
  Calcium-dependent protein kinase CDPK_DAUCA 31 2225.1648 VYRNIVGSAYYVAPEVLRR 
  Carbonic anhydrase, chloroplastic  CAHC_HORVU 20 1771.9700 AGQAPKYMVFACADSR 
  Carotenoid isomerase 1, chloroplast precursor CRTS1_ONCHC 44 2096.1213 VLVLEKYVIPGGSSGFFQR 
  Carotenoid isomerase 2, chloroplast precursor CRTS2_ONCHC 45 2096.1213 VLVLEKYVIPGGSSGFFQR 
  Digalactosyldiacylglycerol synthase 1, chl. pre. DGDG1_LOTJA 39 3018.6477 NLATSFDRELENFFNSAAPAFSVPAMR + Oxidation (M)[26] 
  Dihydroflavonol-4-reductase DFRA_SOLLC 36 2163.085 FICSSHHAIIYDVAKMVR + Carb (C)[3], Ox (M)[16] 
  Elongation factor Tu EFTU_CHLVU 42 1738.885 FEAQVYVLNKEEGGR 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GIV E13D_HORVU 33 2705.2305 DAGNGLIYTNLFNAMVDAMYAALEK 
  Glutamate dehydrogenase DHE3_VITVI 15 1942.6420 ILGLDSKLEKSLLIPFR 
 Tabulka č. 14: Identifikované proteiny, část 14. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
19 Granule-bound starch synthase 1, chloroplast pre. SSG1_SORBI 39 1672.851 LSVDCNVVEPADVKK + Carbamidomethyl (C)[5] 
  Homocysteine S-methyltransferase 1 HMT1_MAIZE 10 2119.0290 QTKKAIAVYPNSGEVWDGR 
  Chalcone synthase 2 CHS2_SOYBN 16 2141.1250 ALVEAFQPLGISDYNSIFR 
  Light-independent protochlorophyllide reductase 
subunit B 
CHLB_CYCTA 23 2062.0340 INQVIPEGGSVKDLINLPR 
  Maturase K MATK_MANES 9 2369.1610 DSTMKKLDTIVPIIPLIGSLAK + Oxidation (M)[4] 
  Oxygen-evolving enhancer protein 2, chl. pre. PSBP_PEA 39 2141.1279 TADGDEGGKHQLITATVKDGK 
  Photosystem I assembly protein ycf4 YCF4_PIPCE 16 1806.0000 VLYMDIRGQGSVPLTR 
  Phytoene dehydrogenase, chloroplast/chromoplast 
precursor 
CRTI_MAIZE 40 3018.6375 QKYLASMEGAVLSGKLCAQSIVQDYSR + Carb(C)[17], Ox (M)[7] 
  Phytochrome 1 PHY1_SELMA 41 2048.0488 EAGKNYFLVSLELPLAQR 
  Plasma membrane ATPase PMA1_DUNBI 43 2754.3774 AWNAAELDATVNQKMVEFANRGFR + Oxidation (M)[15] 
  Protein ycf2 YCF2_EUCGG 17 1819.9790 VKSWMIPSYMMELR + 3 Oxidation (M)[5,10,11] 
  Putative ATP synthase protein YMF1 YMF19_BRANA 10 2447.1770 GFSTGVSYMYASLFEVSQWCK 
  Putative membrane protein ycf YCF1_HUPLU 47 2705.2043 FVSLPANIVENLEALVFSTRGDSVK 
  Retinoblastoma-related protein 2 RBR2_MAIZE 39 2048.0488 IVQMTPITSAMTTAKWLR 
  Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 
pre. RBL_VIGUN 45 2754.3774 WSPELAAACEVWKEIKFEFPAMD + Carbamidomethyl (C)[9] 
  Ribulose bisphosphate carboxylase small chain, 
chloroplast precursor 
RBS_HORVU 54 3018.6477 MAPTVMASSATSVAPFQGLKSTAGLPVSRR 
  RuBisCO large subunit-binding protein subunit 
alpha, chloroplastic  
RUBA_PEA 28 1779.9820 AIELPDPMENAGAALIR 
  Sucrose synthase SUSY_BETVU 44 2501.2522 GVVMMLNDRIQTIQRLQSALSK 
  TATA-box-binding protein 1 TBP1_MAIZE 13 2125.0540 EPKTTALIFASGKMVCTGAK + Oxidation (M)[14] 
  Triose phosphate/phosphate translocator, 
chloroplastic 
TPT_FLAPR 33 1878.9650  MESRVLSSGATTISGIPR + Oxidation (M)[1] 
20 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, 
chloroplast precursor 
LPAT1_BRANA 46 2646.2981 IPISKGCCFARSSNLITSLHAASR + Carbamidomethyl (C)[7,8] 
  30S ribosomal protein S8, chloroplastic RR8_CERDE 13 2646.2980 IYSNSQRIPRILGGMGIVILSTSR + Oxidation (M)[15] 
  60S ribosomal protein L10 RL10_SOLME 48 1666.886 MLSCAGADRLQTGMR + Carbamidomethyl (C)[4] 
  Actin ACT_VOLCA 31 1952.0063 AEEGEVSALVCDNGSGMVK + Carbamidomethyl (C)[11] 
  Actin-93 ACT5_TOBAC 33 2343.0742 TGVMVGMGQKDAYVGDEAQSKR 
  
Tabulka č. 15: Identifikované proteiny, část 15. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
20 Aminomethyltransferase, mitochondrial precursor GCST_FLATR 33 2225.1763 AEGGFLGAEVILKQIADGPAIR 
  Cytochrome c CYC_CANSA 45 1994.0022 ASFBZAPPGBSKAGEKIFK 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta' RPOC1_SINAL 46 2448.2632 PIIQIEGGKLMSSDINELYRR + Oxidation (M)[11] 
  Dynein alpha chain, flagellar outer arm DYHA_CHLRE 48 2705.2119 EKTPFVVVALQEATRMNALLSEMK 
  Ethylene-responsive transcription factor 3  ERF3_TOBAC 8 2448.2350 DPWKKTRVWLGTFDSAEDAAR 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor E13B_BRACM 34 2225.1763 ALSAAGLSNIKVSTTTFMGPSR + Oxidation (M)[18] 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase, acidic isoform 
GL153 
E13L_TOBAC 9 2301.1940 AKYQLNFNSLMPIYIDISR + Oxidation (M)[11] 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S7 RR7_NYMOD 37 2095.0869 IQQKTETNPLSVLRQAIR 
  Lipoxygenase 1 LOX1_HORVU 34 2263.1589 TDEEFAREVLAGVNPVMITR + Oxidation (M)[17] 
  Mitochondrial ribosomal protein S3 RT03_OENBE 32 2225.1851 TKTTISLFPFFGATFFFPR 
  Ornithine aminotransferase OAT_VIGAC 31 2705.2119 AFYTDVLGEYEEFLTKLFNYDK 
  Phytochrome A PHYA1_MAIZE 36 2501.2759 IKHRGAGVPAEILSQMYEEDNK 
  Phytochrome A type 4 PHYA4_AVESA 33 2448.2632 APFGFFDRSGKYIECLLSANR + Carb (C)[15] 
  Plastid 30S ribosomal protein S7 RR7_CUSRE 35 2095.0869 IQQKTETNPLSVLRQAIR 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_NYMAL 13 2263.1630 TTDNIINTNDNIIKTTDSNR 
  Ribonuclease S-4 precursor RNS4_PYRPY 34 1723.8842 MYITQKQNVSAILSK 
  Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2, chl. pre. KPRS2_SPIOL 37 1880.0065 EVAWYMGLELGKVKIK + Oxidation (M)[6] 
  Soluble starch synthase 3, chloroplast precursor SSY3_SOLTU 38 2343.0742 DLWIHGGYNNWKDGLSIVKK 
21 14-3-3-like protein B 1433B_VICFA 36 2705.1746 DNLTLWTSDIPEDGEDSQKANGTAK 
  1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 1A1C_TOBAC 38 2675.24 WRTGVQLIPIPCDSSNNFQITTK + Carbamidomethyl (C)[12] 
  ATP synthase epsilon chain ATPE_PINKO 36 2084.0632 LNGKWSTMALMGGFAKIDK + Oxidation (M)[8] 
  Beta-galactosidase precursor BGAL_BRAOL 40 2280.1553 PSNPSSPKMWTENWTGWFK 
  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C EIF3C_MEDTR 32 2263.1777 CVQNMLVILDILVQHPNIK + Carb (C)[1], Ox (M)[5] 
  G2/mitotic-specific cyclin-2 CCN2_ANTMA 32 1963.043 GFCAQLIANAEAAAAENNK + Carbamidomethyl (C)[3] 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase GV E13E_HORVU 40 2163.0767 VVVSESGWPSAGGFGASVENAR 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor E13B_BRACM 43 2225.1924 ALSAAGLSNIKVSTTTFMGPSR + Oxidation (M)[18] 
  Chloroplast 30S ribosomal protein S7 RR7_CHAVU 30 1963.043 TGKNMVFKLANELLDAAK 
  Lipoxygenase 1 LOX1_HORVU 40 2263.1777 TDEEFAREVLAGVNPVMITR + Oxidation (M)[17] 
  Protein ycf2 YCF2_ANTFO 31 2705.2146 TFSLWIYKNRNNGFNSINNFQK 
 
 Tabulka č. 16: Identifikované proteiny, část 16. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
21 Putative late blight resistance pr. homolog R1B-
19 R1B19_SOLDE 38 2501.29 QNSIPSSIYNLWNPETLKLKR 
  Putative membrane protein ycf1 YCF1_OLIPU 37 2788.4441 DNQNSDQKDEMALIRYSQQSDFR 
  Retrovirus-related Pol polyprotein from 
transposon TNT 1-94 
POLX_TOBAC 35 2501.29 NQLMKAMQEEMESLQKNGTYK 
  Squalene monooxygenase 1,1 ERG11_BRANA 31 2084.063 LRQKASSLPTVQLEEGTVK 
  Stilbene synthase 1 THS1_ARAHY 31 2383.9927 HMYLTEEILKENPNMCAYK + Carbamidomethyl (C)[16] 
22 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase 1, 
chloroplast precursor 
LPAT1_BRANA 35 2263.1499 ADVLCEEARNKIAESMNLLS + Carbamidomethyl (C)[5] 
  Alpha-amylase type B isozyme precursor AMY6_HORVU 36 2831.3193 IYVDRSEPSFAVAEIWTSLAYGGDGK 
  Bifunctional dihydrofolate reductase-thymidylate 
synthase 
DRTS_MAIZE 32 1820.96 NHVRALEEQIQKMPK 
  Dynein alpha chain, flagellar outer arm DYHA_CHLRE 39 2705.1982 EKTPFVVVALQEATRMNALLSEMK 
  Gibberellin 20 oxidase 1-A GAO1A_WHEAT 40 2501.248 LSLEIMEVLGESLGVGRAHYRR + Oxidation (M)[6] 
  Glucan endo-1,3-beta-glucosidase precursor E13B_BRACM 35 2225.1577 ALSAAGLSNIKVSTTTFMGPSR + Oxidation (M)[18] 
  Isoflavone-7-O-methyltransferase 8 7OMT8_MEDSA 41 2321.1589 PISLSNLVSILQVPSSKIGNVR 
  NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit J, 
chloroplastic 
NDHJ_ANTFO 17 2492.2600 HRLAHRPLGFDYQGVETLQVR 
  NADP-dependent malic enzyme, chloroplast 
precursor MAOC_FLAPR 32 2320.1536 FLFLGAGEAGTGIAELIALEISK 
  Non-symbiotic hemoglobin 1 HBL1_GOSHI 36 2320.1536 LKPHAMSVFVMTCESAVQLR + Carb (C)[13], Ox (M)[6] 
  Phosphoenolpyruvate carboxylase 1 CAPP1_CHLRE 37 2645.2559 VSQDLRTGPANFLSGLRDDDSLLR 
  Putative late blight resistance protein homolog 
R1B-19 R1B19_SOLDE 36 2501.248 QNSIPSSIYNLWNPETLKLKR 
  Pyruvate kinase, cytosolic isozyme KPYC_SOLTU 36 2831.3193 MMIYKCNLAGKAVVTATQMLESMIK + Carb (C)[6] 
  Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial 
precursor 
GLYM_PEA 35 2774.3542 GFVEEDFVKVAEYFDAAVSLALKVK 
  Soluble inorganic pyrophosphatase 2 IPYR2_CHLRE 34 2063.0146 AKPIGVMQMLDQGERDDK + Oxidation (M)[7,9] 
  Stilbene synthase 3 THS3_ARAHY 31 2383.9563 HMYLTEEILKENPNMCAYK + Carbamidomethyl (C)[16] 
  UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGPA_HORVU 31 2163.0593 LNGGLGTTMGCTGPKSVIEVR + Carb (C)[11], Ox (M)[9] 
  Vicilin-like antimicrobial peptides 2-2 precursor AMP22_MACIN 39 2320.1736 PLYSNKYGQAYEVKPEDYR 
25 30S ribosomal protein S2, chloroplastic RR2B_SCEOB 32 2211.2258 NVAIIIGQQEEMNAVHECR. 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta RPOB_MARPO 34 2211.2258 RVCSVADLLQDQLKLALNR 
  
Tabulka č. 17: Identifikované proteiny, část 17. 
Band Protein Data Skóre Mr Sekvence 
25 Chlorophyll a-b binding protein, chloroplastic CB12_PETHY 39 1309.7640 WNAQAELVHSR 
  Polyamine oxidase PAO_MAIZE 38 1309.7640 DVPDATDILVPR 
  Stilbene synthase  THS2_VITVI 35 946.5250 KKSLKGER 
  Sucrose-phosphate synthase SPS_MAIZE 33 887.5160 VVATRNAR 
  40S ribosomal protein S4 RS4_MAIZE 30 2316.1785 TYPAGFMDVISIPKTNER 
  Alcohol dehydrogenase 3 ADH3_SOLTU 34 2200.0933 PTKGSSVAIFGLGAVGLAAAEGAR 
  Alpha-1,4 glucan phosphorylase L-2 isozyme, 
chloroplast precursor 
PHSL2_SOLTU 31 3619.7634 AYYATAESVRDTLIINWNATYEFYEKMNVK + Ox (M)[27] 
  DNA-directed RNA polymerase subunit beta' RPOC1_AMBTC 34 2282.1868 NREISTGAGAIREQLADPDLR 
  Dynein alpha chain, flagellar outer arm DYHA_CHLRE 29 3693.7849 IMNMITIDAHSRDMVLAGADQPDSFQWVSQLR+Ox (M)[2,4,14] 
  Elongation factor Tu EFTU_CODFR 28 2705.1892 NMITGAAQMDGAILVVSGADGPMPQTK + Oxidation (M)[2,9] 
  Ferredoxin--NADP reductase, chloroplast 
precursor FENR_VICFA 30 2251.241 TVSLCVKRLVYTNDAGEVVK + Carbamidomethyl (C)[5] 
  Flavonol 3-sulfotransferase F3ST_FLABI 32 2268.2427 TLPQHTCSFLKQRFTLYK  + Carbamidomethyl (C)[7] 
  G2/mitotic-specific cyclin-1 CCN1_ANTMA 30 2225.1707 GSRNIVQQQNRAEAAVPGAMK 
  Light-independent protochlorophyllide reductase 
subunit B 
CHLB_SCEOB 29 2251.241 ALTLKDSHADVLLADVNH 
  Phytochrome B PHYB_SOYBN 45 2705.1892 ILGYSDNARDMLGITPQSVPSLDDK 
  
Protein farnesyltransferase/ 
geranylgeranyltransferase type-1 subunit alpha 
FNTA_SOLLC 33 2383.9729 FVDRIAGENTKNYQIWHHR 
  Protein ycf2 YCF2_AMBTC 33 3693.7849 EIKNSHYFLDSWTKLNLVGSFTHIFFHQER 
  
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain 
pre. RBL_BOUGL 33 2316.1785 EAAKWSPELAAACEVWKEIK + Carbamidomethyl (C)[13] 
  
Taxadiene synthase TASY_TAXBR 36 3652.8066 DGSFLSSPASTACVLMNTGDEKCFTFLNNLLDK+Carb (C)[13,23] 
 
 
 
 
 
